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RESUMO

Estudos prévios mostram que a fracdo proteolitica P1G10, advinda do latex de
Vasconcellea cundinamarcensis, possui atividade antitumoral/antimetastatica, bem
como, atividade anti-inflamatéria em diferentes modelos murinos. Na quimioterapia do
cancer, alguns agentes citotoxicos, dentre estes paclitaxel (PTX), apresentam como
um dos efeitos toxicos, a dor neuropatica periférica (DNP), produto de processo
inflamatério em ganglios da raiz dorsal (GRD) da medula e nervos periféricos. Neste
trabalho temos por objetivo avaliar o efeito protetor e/ou modulador de P1G10 sobre
a DNP induzida pelo PTX em modelo experimental de alodinia ao frio (placa fria), em
camundongos BALB/c fémeas. Nesse modelo, a fragdo P1G10 n&o apresentou efeito
antinociceptivo nas maiores doses (3 e 5 mg/kg) avaliadas. No entanto, o efeito foi
observado, na dose de 1 mg/kg, ao impedir o desenvolvimento da alodinia fria pelo
uso de PTX (PTX (8 mg/kg) vs P1G10 (1 mg/kg) + PTX (8 mg/kg), p < 0,001; ANOVA
fatorial, pds-teste Tukey). O tratamento com PTX ndo promoveu alteracdes
histopatoldgicas em estruturas nervosas envolvidas na nocicep¢ao, como 0os GRD e
0S nervos ciaticos. Entretanto, observou-se uma tendéncia a diminuicdo da populacéo
celular no GRD, principalmente, no 18° dia ap6s o inicio do tratamento com PTX
(valores medianos: neurdnios 74,5 - PTX vs 99,0 - controle, células periféricas 305,0
- PTX vs 407,0 - controle), sugerindo uma neurotoxicidade tardia do farmaco. Essa
diminuicdo no nimero de células foi revertida com o tratamento concomitante de PTX
e P1G10 (valores medianos: neurénios 113,0 e células periféricas 377,0; ANOVA de
um fator de Kruskal-Wallis por postos). Assim, P1G10 mostrou possuir atividade
antinociceptiva na DNP induzida por PTX, caracterizada pela reversao da alodinia ao
frio, possivelmente, atuando como protetor celular, uma vez que impede o dano

causado por PTX.

Palavras-chave: dor neuropatica periférica, paclitaxel, inflamacédo, Vasconcellea

cundinamarcensis



ABSTRACT

Previous studies reveal that the proteolytic fraction P1G10, derived from the latex of
Vasconcellea cundinamarcensis, has antitumor/antimetastatic and anti-inflammatory
activity in different murine models. In chemotherapy, some cytotoxic agents, such as
paclitaxel (PTX), induce peripheral neuropathic pain, the product of an inflammatory
process in dorsal root ganglion (DRG) of spinal cord and peripheral nerves. The aim
of this study was to evaluate the protective and/or modulating effect of P1G10 on
peripheral neuropathic pain induced by PTX in an experimental model of cold allodynia
(cold plate) in female BALB/c mice. In this model, P1G10 fraction had no
antinociceptive effect at the highest evaluated doses (3 and 5 mg/kg). However,
antinociceptive effect was achieved at a dose of 1 mg/kg, by preventing the
development of cold allodynia due to the administration of PTX (PTX (8 mg / kg) vs
P1G10 (1 mg / kg) + PTX (8 mg/kg), p < 0.001; factorial ANOVA, Tukey post-test).
Histopathological changes in nervous structures related to nociception, such as the
DRG and sciatic nerves, were not observed after PTX treatment. However, there was
a tendency towards a decrease in cell population, mainly on the 18" day after the start
of PTX treatment (median values for neurons: 74.5 - PTX vs 99.0 - control; peripheral
cells: 305.0 - PTX vs 407.0 - control), which may indicate late neurotoxicity of the drug.
This decrease in the number of cells was reversed by the concomitant treatment of
PTX and P1G10 (median values: neurons 113.0 and peripheral cells 377.0; Kruskal—
Wallis ANOVA). Thus, P1G10 was shown to have antinociceptive activity in
neuropathic pain induced by PTX, characterized by the reversion of cold allodynia,

possibly acting as a cellular protector, since it prevents the damage generated by PTX.

Keywords: peripheral neuropathic pain, paclitaxel, inflammation, Vasconcellea

cundinamarcensis
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1. INTRODUCAO

1.1. Atividades farmacoldgicas da fracdo P1G10, derivada do latex de

Vasconcellea cundinamarcensis

Vasconcellea cundinamarcensis, também conhecida como Carica
candamarcensis, € uma espécie da familia Caricaceae, comumente encontrada na
costa oeste da América do Sul, se estendendo da Colémbia até a Bolivia em forma
natural, e como planta cultivada no Chile, em cidades costeiras. Essa é reconhecida
por conter tronco grosso, ramificado e uma coroa de folhas compacta na sua parte
terminal. O fruto tem formato ovoide, apresenta coloracdo amarelada quando maduro
e mede entre 5 e 15 cm de comprimento (Figura 1). Seus frutos tem como finalidade
principal a producdo de conservas (fruto maduro) e de papaina, cisteino protease
presente em seu latex, usada em preparacfes farmacéuticas com diversas finalidades
(LEON, 1987, VIDAL et al., 2009).

Figura 1. Vasconcellea cundinamarcensis, Caricaceae.

A — Inflorescéncias; B — Fruto maduro; C — Frutos imaturos da espécie Vasconcellea cundinamarcensis,

pertencentes a familia Caricaceae. Fontes: ecocrop.fao.org e fruitipedia.com - acesso em: 24/03/2020.

O latex proveniente de V. cundinamarcensis € rico em uma mistura de
proteases que apresentam alta atividade proteolitica (BRAVO; HERMOSILLA;
SALAS, 1994). Esse é obtido através de incisdes feitas nas camadas mais externas

do fruto imaturo que, em seguida, passa pelo processo de liofilizacdo. Por meio da
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técnica de separacdo cromatografica do latex em coluna Sephadex G10, sé@o obtidos
dois picos, denominados P1G10 e P2G10, sendo a maior parte da quantidade de
proteina e da atividade proteolitica concentrada em P1G10 (TEIXEIRA et al., 2008).

A fracdo P1G10 apresenta uma diversidade de efeitos mostrados em roedores,
dentre estes a atividade cicatrizante de lesGes de pele, de diferentes etiologias, assim
como de Ulceras gastricas e de colon (FREITAS et al., 2017; LEMOS et al., 2011,
MELLO et al., 2008; ALBUQUERQUE et al., 2020, respectivamente). A atividade
cicatrizante de P1G10 em modelo murino de lesdo de pele, induzida por queimaduras
por calor, foi confirmada pelo aumento da epitelizacdo do tecido ferido nos animais
tratados com a fracdo (entre 0,01% e 0,1%). Nas analises histologicas observou-se
menor granulacéo e infiltracao inflamatéria e maior organizacao de feixes de colageno,
alinhados paralelamente a epiderme (GOMES et al., 2010). Em modelo de feridas
excisionais, P1G10 (0,05%) eliciou uma taxa de cicatrizacdo duas vezes mais rapida
que a do grupo controle. A melhora na qualidade do reparo de feridas foi mostrada
pela analise histolégica do tecido em cicatrizacdo. No geral, P1G10 (0,05%) induziu
uma leséo mais limpa e com menos residuos de células ou tecido necrotico no periodo
examinado e promoveu aumento da deposi¢cado de colageno organizado (FREITAS et
al., 2017).

Em modelo murino de Ulcera gastrica, P1G10 mostrou, também, consideravel
melhora no estado geral dos animais, com a recuperacao total do peso perdido com
a induc&o da lesdo por acido acético 10% (ARAUJO-SILVA, 2009). Ainda em estudos
com animais tratados com a fracdo, nosso grupo de pesquisa mostrou melhora dos
sinais clinicos, como aumento da sobrevida em animais com melanoma B16F1 (DITTZ
et al., 2015) e ganho de peso de 30%, em animais com colite induzida por TNBS
(ALBUQUERQUE et al., 2020).

A farmacocinética e a toxicidade da fracdo P1G10 da V. cundinamarcensis
foram avaliadas pela utilizacdo de P1G10 marcada com tecnécio (99mTc), na dose
de 1 mg/kg, em camundongos Swiss, por via intravenosa (i.v.), subcutanea (s.c.) ou
oral (v.0.). A biodisponibilidade para via s. c. foi de aproximadamente 100%, caindo
para 8% por via v.0. As doses letais de 50% foram maiores que 5 mg/kg para i.v. e i.p.
e maiores que 300 mg/kg para v.o. A fragdo P1G10 ndo apresentou efeito mutagénico
ou genotoxico evidentes, em medidas in vitro e in vivo (teste de Ames e formacédo de
micronucleos, respectivamente) (VILLALBA, 2010). Resultados de toxicologia topica

mostraram que a aplicacao topica continua de P1G10 (0,1% dispersas em Polawax®),
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por 3 ou 6 meses, nao induziu danos nos tecidos examinados. Nao foram observadas
mudancas nas massas e na histologia de 6rgdos como baco, estbmago, figado,
pulmédo e rim dos animais submetidos a esses tratamentos (LEMOS et.al, 2011).
Esses resultados motivaram a realizacdo do estudo clinico de P1G10 como
cicatrizante cutdneo. O ensaio clinico de fase I, em pele integra, confirmou a
seguranca em humanos nessa condicdo. Em ensaio clinico de fase Il, englobando
cinquenta pacientes neuropatas com diabetes tipo 2 e Ulceras crénicas nos peés, a
aplicacéo tépica de 0,1% P1G10 formulada em Polawax, revelou aumento significativo
(p < 0,05) da cicatrizacdo das Ulceras em comparacdo com o tratamento padrdo
(hidrogel) (TONACO et al., 2018). No momento, esta em desenvolvimento essa
atividade farmacoldgica sobre Ulceras venosas.

Paralelamente as atividades farmacoldgicas descritas acima, P1G10 mostrou
notavel efeito antitumoral e antimetastatico em diferentes modelos animais. Em
modelo de melanoma murino B16F1, na dose de 5 mg/kg, P1G10 promoveu
diminuicdo do tamanho do tumor e aumento da taxa de sobrevivéncia dos animais.
Essa atividade antitumoral de P1G10 foi fundamentada pelo seu efeito pro-apoptotico
e pela sua capacidade de reduzir a adesédo celular a matriz extracelular. Além disso,
a reducdo da angiogénese tumoral foi observada, sendo revelada pela diminuicdo da
hemoglobina e dos niveis de fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) (DITTZ
et al., 2015). Também foi relatada ac&do antitumoral de P1G10 em modelo de
carcinoma de Erlich, sendo capaz de inibir o crescimento tumoral acompanhado de
modulacdo de parametros inflamatérios/imunoldgicos. Reducgéo nos niveis de TNF-a
foi observada nos animais tratados nas doses de 3 mg/kg (35%) e 5 mg/kg (52%) e
um aumento significativo de leucdcitos totais nos animais tratados quando
comparados ao grupo controle. Na contagem diferencial de leucdcitos foi observado
gue o aumento de leucdcitos ocorreu em fungcdo do aumento significativo de
neutrofilos nos animais tratados com P1G10. Concomitantemente ao aumento do
namero de leucdcitos circulantes observou-se diminuicdo significativa no numero de
células da medula 0ssea, o que sugere uma atividade moduladora de P1G10, por
meio do aumento da liberacdo das células pela medula para a circulacdo (VIANA,
2010).

Dados nao publicados em artigo cientifico do nosso grupo de pesquisa indicam
gue a fracdo proteolitica apresenta, também, capacidade anti-inflamatéria em tumores

ditos inflamatérios. Em modelo de carcinoma de mama murino 4T1, P1G10 (1 - 5
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mg/kg) reduziu a massa dos tumores em 50%. Além disso, a fracdo reduziu os niveis
intratumorais de citocinas proé-inflamatérias/angiogénicas como MCP-1 (48%), IL-6
(63%), VEGF (47%) e KC/CXCL1 (53%). Acredita-se, entdo, que a atividade
antitumoral de P1G10 sobre esse modelo esteja relacionada a reducdo da
angiogénese e da inflamacdo, por ser capaz de reduzir niveis intratumorais de
citocinas com tais propriedades (BRAGA, 2013).

Atividade antimetastatica da subfracdo CMS2, de P1G10, foi evidenciada em
modelo murino de melanoma B16F-10, tido como altamente metastatico. O tratamento
com CMS2, nas doses de 2,5 e 5,0 mg/kg reduziu, em aproximadamente 50%, o
namero de pontos metastaticos pulmonares em comparacao ao grupo em controle (p
< 0,001). Por andlise protebmica, observa-se que a subfracdo modula a expressao de
proteinas superexpressas em células tumorais, associadas ao desenvolvimento
metastatico, uma vez que o tratamento com CMS2 foi capaz de normalizar a
expressao dessas (LEMOS et al., 2018).

1.2.Céancer: aspectos gerais e bases do tratamento quimioterapico

Céancer é a denominacao dada para um grupo de mais de 100 doencas que tem
como caracteristica principal o crescimento e a multiplicacdo anormal e desordenada
das células (INCA, 2020). Os diversos tipos de tumores estdo entre as principais
causas de morte, tanto em paises desenvolvidos como em paises em
desenvolvimento. No mundo, aproximadamente, 18 milhdes de novos casos e 10
milhdes de mortes por cancer foram reportados no ano de 2018 (GLOBOCAN, 2018).
Os tipos mais incidentes sdo 0s canceres de prostata e de pulmédo na populagcéao
masculina e os canceres de mama e de colo do Utero na populacao feminina (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2018).

O cancer de mama € um importante problema de salde publica, com elevadas
taxas de mortalidade devido, principalmente, a metastase em 6Orgdos vitais, como
pulmbes, figado e cérebro. A literatura indica que essa neoplasia exibe
heterogeneidade metastatica, com preferéncia metastatica distinta para varios 6rgaos,
dando origem a diferengcas no progndstico e nas respostas a terapia (LIANG et al.,
2020). O cancer de mama inflamatorio por exemplo, apresenta maior agressividade,

por se desenvolver rapidamente, apresentar disseminacao sistémica precoce, alta
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taxa de recorréncia e ma resposta ao tratamento e, portanto, mulheres que
apresentam esse tipo de neoplasia, geralmente, manifestam pior progndéstico em
relacdo aquelas diagnosticadas com outros tipos de cancer de mama (TOLEDO et al.,
2018).

Em linhas gerais, o tratamento dos diferentes tipos de cancer pode ser feito por
meio de cirurgia, radioterapia, quimioterapia, transplante de medula 6ssea e, muitas
vezes, a combinacdo de mais de uma destas modalidades (INCA, 2019). Além disso,
a hormonioterapia e a imunoterapia vém sendo empregadas no tratamento dessa
condicao de saude (ALVARENGA et al., 2014). A utilizacdo de agentes hormonais se
faz, em geral, para tumores que expressam receptores hormonais, como é o caso dos
carcinomas de mama, prostata ou endométrio (DEVITA; HELLMAN; ROSENBERG’S,
2015). A imunoterapia, por sua vez, objetiva a destruicao das células tumorais, a partir
da mobilizacdo do sistema imune do hospedeiro e vem sendo amplamente utilizada
na pratica clinica como recurso terapéutico, especialmente, para tumores sélidos
(ZHOU e ZHANG, 2019). Por ultimo, temos os anticorpos monoclonais, que tém sido
considerados como tecnologia inovadora para o tratamento de alguns tipos de cancer.
Esses anticorpos se ligam em proteinas especificas que sdo super expressas em
tumores e expressas em baixos niveis em células normais, os “antigenos tumorais”.
Essa terapia, apesar de inovadora, apresenta custos elevados, o que limita
consideravelmente seu acesso (VIDAL; FIGUEIREDO; PEPE, 2018; KAVANAUGH,
2019).

A escolha da modalidade terapéutica é feita de acordo com tipo e com o
estadiamento do tumor. Considerando-se o cancer de mama, 60% dos casos séo
diagnosticados em estagio localizado. Para esses casos a cirurgia € indicada como
forma de tratamento inicial, incluindo a cirurgia conservadora da mama ou a
mastectomia. A maioria das mulheres em estagio inicial do cancer, que realizam
cirurgia conservadora da mama, recebem tratamento adjuvante. Dessas, metade
recebem apenas radioterapia, enquanto, um terco recebe radioterapia e
guimioterapia. Em contrapartida, mulheres diagnosticadas em estagio avancado
recebem como tratamento de primeira escolha a quimioterapia somada a cirurgia ou
a outras terapias (SIEGEL et al., 2012).

Em relacdo a quimioterapia, os farmacos mais utilizados séo classificados
como quimioterapicos citotoxicos e podem ser divididos, basicamente, em: agentes

alquilantes (mostardas nitrogenadas, ciclofosfamida e cisplatina), que atuam
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impedindo a replicagdo do DNA, por meio da formagao de ligagbes cruzadas entre
estes; antimetabdlitos, como o metotrexato e 5-fluoruracil, que interferem em vias
bioguimicas relacionadas a sintese de DNA; antibidticos citotoxicos, como as
antraciclinas (doxorrubicina e epirrubicina), bleomicina e mitomicina, que s&o
substancias microbianas que impedem a divisao celular; e derivados de plantas, como
os alcaloides da vinca (vincristina e vimblastina) e taxanos (paclitaxel - PTX e
docetaxel), que interferem na formacdo e estabilizacdo do fuso mitotico,
respectivamente. Uma vez que o0s agentes citotoxicos tém como alvo principal a
divisdo celular, tecidos normais em divisdo rapida, também, estardo sujeitos a sua
acado, podendo causar efeitos téxicos as células gastrintestinais, do sistema
imunolégico e capilares (ALMEIDA et al., 2005; DE VITA; HELLMAN;
ROSENBERG'’S, 2018).

Tratamentos que utilizam doxorrubicina e epirrubicina podem levar a
cardiomiopatia e danos permanentes ao coragao, que sao dependentes do tempo e
da dose utilizados (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2019). Para tratamentos com
ciclofosfamida séao relatados efeitos adversos importantes como leucoma e
trombocitopenia, anemia, toxicidade cardiovascular e da bexiga, além de
nefrotoxicidade e hepatotoxicidade (AHLMANN e HEMPEL, 2016). Os
guimioterapicos como vincristina e, principalmente, os taxanos, sdo relatados na
literatura como causadores de dor neuropatica periférica, por provocarem danos
sensoriais as células nervosas. O dano causado € dose dependente e pode perdurar
por meses (SIEGEL et al., 2012).

Além dos mecanismos citotoxicos dos agentes quimioterapicos, se torna
importante o conhecimento da biologia do tumor para que seja alcancado sucesso
terapéutico com a quimioterapia. Considerando os tumores sélidos, observa-se que
estes sao constituidos por diferentes populacdes celulares e que tal heterogeneidade
€ influenciada, tanto por fatores intrinsecos, quanto por fatores extrinsecos
(MARJANOVIC; WEINBERG; CHAFFER, 2013; JANUSKEVICIENE e PETRIKAITE,
2019). Essa biologia celular heterotipica reflete a complexidade do tecido tumoral e,
consequentemente, a abordagem terapéutica. As células tumorais que estdo em
rapida divisdo sdo altamente quimiossensiveis, enquanto as que estdo em repouso
(G0), se multiplicam lentamente no ciclo celular e ndo sédo sensiveis, em sua maioria,
ao tratamento quimioterapico. Objetiva-se com a quimioterapia alcancar o maior nivel

de morte celular possivel, e, para tanto, doses mais altas sao utilizadas. Haja vista
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gue um unico ciclo de terapia ndo é capaz de eliminar 100% das células tumorais, se
torna imprescindivel a realizacdo de mudltiplos ciclos de tratamento, para que o
sucesso terapéutico seja alcancado (ALMEIDA et al., 2005; LUNDQVIST; FUJIWARA,
SEOUD, 2015).

Dessa forma, considerando os efeitos citotdxicos e a biologia do tumor, adota-
se a estratégia de realizacdo da quimioterapia em ciclos e com a associacdo de
diferentes farmacos. A combinacdo de diferentes agentes anticancer, aumenta a
citotoxicidade contra as células tumorais sem, necessariamente, aumentar a
toxicidade do farmaco, uma vez que, cada um destes é utilizado em doses menores
gue na monoterapia. Assim, essa terapia visa a recuperacdo do organismo nos
intervalos entre os ciclos, uma menor toxicidade promovida pelos farmacos, em
funcdo de menores doses de cada um deles, e a possibilidade de maior exposicéo de
células tumorais em proliferagdo (DEVITA; HELLMAN; ROSENBERG'S, 2015;
AMERICAN CANCER SOCIETY, 2019).

1.2.1. Taxanos: efeitos farmacoldgicos, mecanismos de acao e toxicidade

Paclitaxel (PTX) e Docetaxel, pertencem a classe dos taxanos ou taxois e sao
alguns dos agentes mais eficazes utilizados na atualidade no tratamento de cancer,
principalmente, de mama (GHERSI et al., 2015). Dados de uma meta-analise com
44.000 mulheres em 33 estudos com taxanos administrados em combinag&o ou em
sequéncia a regimes com antraciclinas, comparados a um regime somente a base de
antraciclina, revelaram uma maior e significativa reducdo da mortalidade por cancer.
Essa reducao ocorreu independentemente da idade, status nodal, diametro do tumor,
diferenciacdo tumoral (insuficiente ou moderadamente diferenciado), ou até mesmo
pelo status de receptor de estrogeno (PETO et al., 2012). Esses regimes mais
modernos quando comparados a nenhuma quimioterapia, podem reduzir a
mortalidade por cancer de mama em cerca de um terco, em um periodo de 10 anos
(PALMIERI e JONES, 2012).

Ambos os principais taxanos - PTX e docetaxel - sdo muito semelhantes quanto
a atividade em experimentagdo pré-clinica e ao mecanismo de agdo, apresentando
pequenas diferencas na retencdo intracelular de docetaxel, o que pode estar
relacionado a sua maior poténcia (EISENHAUER e VERMORKEN, 1998). O PTX foi

0 primeiro agente dessa classe a ser descoberto, proveniente da casca do teixo
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ocidental Taxus brevifola. Sua estrutura quimica Unica e complexa foi descrita

primeiramente por Wani et al. (1971) (Figura 2).

Figura 2. Estrutura quimica do paclitaxel

Paclitaxel

O paclitaxel, produto natural derivado da casca do teixo ocidental Taxus brevifola, foi 0 primeiro taxano
a ser identificado. Sua complexa estrutura quimica foi descrita por Wani, em 1971. Fonte:
EISENHAUER e VERMORKEN, 1998.

Essa classe de agentes antineoplasicos tem como principal alvo celular a
tubulina. De maneira geral, existe um equilibrio dinamico entre os dimeros de tubulina
e a formacédo de microtubulos, sendo esses essenciais em varios processos celulares,
como na formacdo de fibras do fuso mitético necessarias para a divisdo celular
(BARBUTI e CHEN, 2015). Os taxanos interferem nesse equilibrio, uma vez que, ao
se ligarem a subunidade B da tubulina, interrompem a rotatividade normal dos
microtubulos e, como consequéncia, tem-se a parada do ciclo celular na fase M, com
formagdo de mitose aberrante e ativagcdo das vias de morte celular (Figura 3)
(JORDAN et al.,, 1993, EISENHAUER; VERMORKEN, 1998, GORNSTEIN e
SCHWARZ, 2013). Embora o mecanismo de acéo citotoxico do PTX ocorra pela
ligacdo a tubulina, é sabido que este, também, tem como alvo a mitocondria e impede
a funcéo da proteina inibidora da apoptose, Bcl-2. O agente Bcl-2 é capaz de prolongar
a sobrevivéncia celular ao inibir a morte celular apoptética e esta expresso em niveis
elevados em varios tipos de cancer. Estudos mostram que 0s taxanos sdo capazes

de interagir com Bcl-2 nas mitocondrias, em doses clinicamente alcancaveis e, que a
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regulacdo negativa deste esta envolvida na resisténcia a esse farmaco (FERLINI et
al., 2003, ARETI et al., 2014).

Figura 3. Local de ligacdo do paclitaxel no microtibulo
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Os microtubulos s&o formados a partir de dimeros das tubulinas a e B. O paclitaxel se liga a B-tubulina
ao longo do interior dos microtibulos. Fonte: GORNSTEIN e SCHWARZ, 2013.

A via classica de administracdo do farmaco é a intravenosa, geralmente
administrada a cada 3 semanas. Entretanto, essa via pode levar ao aparecimento de
reacOes de hipersensibilidade e neurotoxicidade (ARGYRIOU et al., 2008). O PTX é
fortemente hidrofobico, o que demanda o uso de veiculo de entrega adequado, para
gue possa ser distribuido nos tecidos tumorais. Esse é, entdo, usualmente, formulado
e administrado aos pacientes por meio de 0Oleo de ricino polietoxilado (Cremophor EL,
CrEL) ou ligado a albumina (nab-paclitaxel, Abraxane®) (FRANSSON et al., 2011).
Devido a sua elevada toxicidade sistémica e baixa hidrossolubilidade, o uso de
sistemas nanocarreadores tem sido bastante estudado e assumido um papel
primordial, como opc¢ao alternativa para entrega do farmaco (OERLENMANS et al.,
2010; OOSTENDOREP et al., 2010; ZHANG; MEI; FENG, 2013; PILLAI, 2014).

Embora a eficacia dos taxanos esteja bem estabelecida na literatura, esses
agentes, também, sdo reconhecidos por apresentar diversos efeitos adversos,
consideraveis e unicos, que impdem grandes desafios a prética clinica oncoldgica.
Assim como todos os agentes antineoplasicos, a eficacia desses farmacos precisa ser
equilibrada contra a toxicidade, em curto e longo prazos, levando-se em conta o efeito

da toxicidade na sobrevivéncia e na qualidade de vida dos pacientes (PALMIERI e
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JONES, 2012). Dentre as toxicidades que podem ocorrer com maior frequéncia com
0 uso do docetaxel em relacdo ao PTX estdo inclusas, trombocitopenia, anemia,
mucosite, amenorreia relacionada a quimioterapia, astenia, edema e infec¢des por
diferentes patdgenos. Regimes de tratamento contendo PTX, revelam como
toxicidade de maior gravidade a mielossupressao, além da neuropatia periférica e
reacdes de hipersensibilidade (KIM et al., 2011).

A mielosupressao é definida como uma condi¢cdo na qual ha diminuicdo da
atividade da medula éssea, levando a queda na producdo de glébulos brancos,
glébulos vermelhos e plaquetas. Quando a mielosupressao é grave, é referida como
mieloablacdo. Essa toxicidade pode ocasionar desde pequenas complicacdes a
problemas fatais (SCHWENKGLENKS et al., 2006; BRIGLE et al., 2017; NATIONAL
CANCER INSTITUTE, 2019). Observa-se, com a introdugcdo dos taxanos e com o
aumento nas doses de antraciclicos, uma maior incidéncia de mielotoxicidade,
levando a neutropenia febril e maiores riscos de infeccdo (DEBLED et al., 2007). Essa
condicao clinica traz impactos negativos na qualidade de vida do paciente oncoldgico,
podendo influenciar nos resultados do tratamento (NASCIMENTO, 2012).

Outra importante manifestacdo de toxicidade induzida pelo PTX é a dor
neuropéatica periférica (DNP), que pode influenciar na resolucéo da patologia (cancer)
e na sobrevivéncia do paciente, uma vez que os sintomas de dor podem se tornar
intoleraveis e exigir assim, reducdo de dose, atrasos no tratamento ou até mesmo seu
abandono (MO et al., 2012; ARGYRIOU et al., 2014; KIM; DOUGHERTY:; ABDI, 2015).
Trabalhos mostram que pacientes tratados com PTX, apresentam em torno de 70%
de desenvolvimento DNP, sendo essa condicdo clinica bastante prevalente
(SERETNY et al., 2014).

1.3. Dor, definicdo e sua transmissao

Tendo em vista 0 impacto que a dor provoca no individuo, a Associacao
Internacional para o Estudo da Dor - IASP (2017) conceitua a dor como “experiéncia
sensorial e emocional desagradavel associada a, ou semelhante aquela associada a
dano real ou potencial ao tecido”. A dor pode ser, de forma abrangente, classificada
em aguda ou cronica. Enquanto a dor aguda tem carater fisiolégico, sendo importante
ferramenta de defesa, uma vez que constitui alerta da presenca de leséo tecidual, a

dor crbnica apresenta carater patologico, haja vista que gera repercussdes
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biopsicossociais desfavoraveis e incapacitantes, como depressao, ansiedade e perda
do condicionamento fisico (TEIXEIRA et al., 2009; DALE e STACEY, 2016). Suas
principais diferencas evidenciam que a dor ndo é gerada por um sistema conectado e
imutavel, mas sim, pelo resultado da plasticidade de moléculas e circuitos, cujas bases
bioquimicas, moleculares e neuroanatdémicas sdo foco dos estudos sobre o tema
(BASBAUM et al., 2009).

Os principais tipos de dor englobam, a dor nociceptiva, a inflamatoéria, a
nociplastica e a neuropatica (central ou periférica). A dor nociceptiva se manifesta
guando ocorre a ativacdo de terminacbes nervosas livres presentes na periferia,
chamadas de nociceptores, por meio de um estimulo nocivo. A dor inflamatoria
decorre de leséo tecidual, que por sua vez, leva a um processo inflamatério pela
ativacao celular e liberacdo de mediadores inflamatérios, que sensibilizam os
nociceptores periféricos. A dor nociplastica surge da nocicepc¢ao alterada, apesar de
nao haver evidéncia clara de dano tissular real, que cause a ativacdo de nociceptores
periféricos, ou evidéncia de lesdo do sistema somatossensorial causando a dor. Ja a
dor neuropatica ocorre como resultado de lesbes que afetam o0 sistema nervoso
periférico ou central (BENNETT et al., 2006; WOOLF, 2010; OSSIPOV, 2012; IASP,
2017).

A sinalizacdo sensorial nociceptiva se da pela ativacdo dos nociceptores,
receptores sensoriais nociceptivos do sistema nervoso somatossensorial periférico,
de alto limiar, capazes de transduzir e codificar estimulos nocivos. Esses estimulos
podem ser mecanicos, térmicos ou quimicos. Os corpos celulares desses neurbnios
sensitivos encontram-se nos ganglios da raiz dorsal (GRD) dos nervos espinhais ou
no ganglio trigeminal. Uma vez ativados, 0s nociceptores geram e transmitem
potenciais de acdo ao sistema nervoso central (SNC), onde estes sinais sao
processados e interpretados (CESARE e MCNAUGHTON, 1997; FEIN, 2014; IASP,
2017). Dessa forma, a geracéo da dor envolve quatro elementos basicos: i. transdugéo
— transformacao de um estimulo nocivo para um sinal nociceptivo pelos nociceptores;
ii. transmissdo — propagacao do sinal nociceptivo pelas fibras nervosas do local da
lesdo ao SNC,; iii. transformacéo - modulacao do sinal nociceptivo nos sinais sinapticos
e em nivel de SNC, por facilitacdo e inibicdo ascendente, descendente ou regional; e
iv. percepcdo — componente fundamental na experiéncia a dor, que integra respostas
cognitivas e emocionais (COHEN e MAO, 2014).
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Os nociceptores podem ser classificados em fibras Ad, AR and Aa, que séo
fiboras mielinizadas, de conducdo mais rapida, e fibras C, fibras amielinicas e de
conducao lenta. Apenas as fibras Ad e C sao reconhecidas por transportar informacéao
nociceptiva, que é percebida como dor, enquanto as fibras AR e Aa estdo envolvidas
na percepcao de estimulos ndo nocivos, como o tato. Em relacdo a resposta aos
diferentes tipos de estimulos nocivos, fibras Ad respondem a estimulos térmicos e ou
mecanicos, ao serem ativadas, enquanto que as fibras do tipo C, sdo também
reconhecidas como nociceptores polimodais, por responderem a estimulos
mecanicos, térmicos e quimicos nocivos. Existem, ainda, 0s nociceptores silenciosos,
um subconjunto de fibras C, que sédo ativados por estimulos quimicos (mediadores
inflamatdérios) e respondem a estimulos mecéanicos e térmicos, somente apds terem
sido ativados (FEIN, 2014). Enquanto a ativagao das fibras Ad elicita uma sensacao
de dor intensa, cortante e de formigamento, a ativacéo de fibras do tipo C resulta em
sensacao de queimacdo macante e prolongada (LEE e NEUMEISTER, 2020).

A informacéao nociceptiva gerada é transmitida, entdo, do neurénio de primeira
ordem até o corno dorsal da medula espinhal, onde ocorre a sinapse com o neurdnio
de segunda ordem. O neurdnio secundario envia projecdes aferentes aos centros
superiores, através do talamo, onde ocorrerdo sinapses entre 0s neurbnios de
segunda e terceira ordem, fornecendo informacBes sobre a localizacdo e a
intensidade do estimulo e, por fim, essa informacao é transmitida ao cértex cerebral,
onde o estimulo doloroso € percebido e interpretado. A modulacao da dor ocorre em
nivel espinhal (neurénios excitatorios e inibitérios presentes na medula) e em nivel
supraespinhal. A substancia cinzenta periagueductal e o nicleo magno da rafe sao
regides no tronco cerebral que trabalham em conjunto para bloquear a transmisséao
da dor (tratos inibitorios descendentes) (BASBAUM et al., 2009; LEE e NEUMEISTER,
2020).

Em relacdo a fisiopatologia da dor neuropatica, seu desenvolvimento requer
uma variedade de mecanismos distintos, da periferia ao sistema nervoso central, que
envolvem a medula espinhal, o cérebro e sistemas de modulacdo descendente
(COHEN e MAO, 2014). Exemplos de dor neuropatica incluem a polineuropatia
dolorosa, a neuralgia pds-herpética, a neuralgia trigeminal, a dor pds-traumatica e a
dor induzida por quimioterapia. Clinicamente os principais sintomas se dividem em
dores espontaneas (que ocorrem sem a inducdo de um estimulo) e dores evocadas

(induzidas por estimulo e hipersensibilidade). Os pacientes, usualmente, referem
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hipersensibilidade aos estimulos mecénico e térmico. As dores evocadas, resultantes
de hipersensibilidade, podem ser diferenciadas entre alodinia (dor ao estimulo
inicialmente ndo nociceptivo) e hiperalgesia (sensibilidade aumentada a dor frente a
um estimulo nociceptivo) (BARON; BINDER; WASNER, 2010).

1.3.1 Dor neuropatica periférica induzida por quimioterapia (DNPIQ)

A dor neuropética periférica induzida por quimioterapia (DNPIQ), geralmente, é
desencadeada pelo frio, acometendo as por¢des distais dos membros, boca (dor ou
parestesia) e dor mandibular ao morder. Podem ocorrer, ainda, espasmos
musculares, fasciculacbes e caimbras (CAPONERO; MONTARROYOS;
TAHAMTANI, 2016). A sensacao de resfriamento é tida como fator essencial para a
sobrevivéncia. A exemplo temos a reacdo de protecdo, percebida como dor, em
resposta ao estimulo nocivo provocado por frio extremo. No entanto, pacientes com
dor crbnica, que sofrem de alodinia fria, experimentam paradoxalmente o resfriamento
indcuo como dor lancinante (MACDONALD; WOOD; EMERY, 2020). A alodinia fria &,
entdo, caracterizada como uma resposta inadequada do sistema sensorial ao
resfriamento leve e que apresenta mecanismos moleculares, ainda, ndo muito claros
(LOLIGNIER et al., 2016).

O papel de canais i6nicos e de neurbnios sensoriais, como 0s canais TRPMS,
TRPAL e fibras do tipo Ad e C, no controle da detecgdo de frio no estado saudavel
esta bem documentado na literatura. Entretanto, a atuacdo dessas células e
moléculas na alodinia fria precisa ser melhor estudada e elucidada. Assim, modelos
animais de dor neuropatica, exibindo hipersensibilidade ao resfriamento, sao
ferramentas Uteis para a investigacdo mecanicista dessa alodinia ao frio, sendo a
maior parte dos estudos focados na neuropatia induzida por quimioterapia (JAGGI et
al., 2011).

O envolvimento de citocinas pro-inflamatorias, mais notavelmente Fator de
Necrose Tumoral Alfa (TNF-a), interleucinas 1 beta (IL-18) e 6 (IL-6), além de CCL2,
nainiciacdo e progressado da DNPIQ, estd bem descrito na literatura (WANG e LEHKY,
2012; Figura 4). O SNP apresenta maior vulnerabilidade & acdo toxica de varios
farmacos, uma vez que nédo é protegido com a mesma eficacia que o SNC de agentes
exdgenos nocivos, 0 que leva ao acumulo destes agentes nos GRD e nos nervos
periféricos (CAPONERO; MONTARROYOS; TAHAMTANI, 2016). Tal acimulo leva a
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mudancgas patoldgicas, seguidas de infiltracdo macrofagica, o que acarreta a produgéo
e liberacdo de citocinas e quimiocinas, assim como, de fatores de crescimento e de
outros mediadores inflamatorios, como bradicinina, prostaglandinas, serotonina e
acido nitrico. Essas moléculas sdo conhecidas como potenciais mediadoras para o
desenvolvimento e progressdo da DNP por estarem envolvidas no processo de
ativacdo dos nociceptores, com consequente aumento da excitabilidade da fibra
nervosa e da sensibilidade a temperatura ou ao togue, na neuroinflamacdo e na
degeneracédo axonal (SOMMER e KRESS, 2004; COHEN e MAO, 2014; ZHANG et
al., 2016; SALAT, 2020).

O aumento da expressdo do marcador de lesdo nervosa, fator de transcricao
de ativacdo 3 (ATF3) nos GRD, também foi relatado em modelo de dor neuropética
por PTX (2 infusbes de 18 mg/kg, dose cumulativa de 36 mg/kg). Essa resposta
ocorreu logo apoés o primeiro dia de infusdo do farmaco, o que corrobora o relato de
dor pelos pacientes (sindrome da dor aguda induzida por PTX) (PETERS et al., 2007;
LOPRINZI et al., 2007). Metaloproteinases de matriz (MMPs), também, desempenham
papel importante no processo inflamatorio e degenerativo apos lesdo nervosa. Em
modelo de dor neuropatica por constricdo do nervo espinhal, observou-se aumento da
atividade de MMP-9 nos neurdnios sensoriais dos GRD dos animais operados. A
MMP-9, por sua vez, induziu dor neuropatica por meio do aumento dos niveis de IL-
18, que leva a sensibilizagdo de neurdnios sensoriais primarios (hipersensibilidade
dolorosa) (KAWASAKI et al., 2008).

Em modelo murino de DNP induzida por PTX, Zhang e colaboradores (2013)
mostraram que o farmaco induz a expressao de proteina quimiotatica de mondcito 1
(CCL2/MCP-1) e de seu receptor CCR2 nos GRD dos animais tratados, com
consequente aumento de célcio intracelular nos neurdnios sensitivos, 0 que leva ao
aumento da excitabilidade da fibra nervosa e ao desenvolvimento da DNP. Em outro
estudo, foi demonstrada a contribuicdo da sinalizacdo de MAP quinases por ativacao
do receptor do tipo Toll 4 (TLR4), nos GRD dos animais tratados, na manifestacao da
neuropatia por PTX (LI et al., 2015). Diante disso, o entendimento dos mecanismos
envolvidos no desenvolvimento da dor se faz importante e torna essas citocinas

potenciais alvos terapéuticos nessa condigdo (WANG e LEHKY, 2012).
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Figura 4. Moléculas/substancias envolvidas na patogénese da DNPIQ.
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Representacdo esquemdtica da rede de moléculas/substancias envolvidas na patogénese da dor
neuropatica periférica induzida por quimioterapia. Fonte: WANG e LEHKY, 2012 - adaptado.

Atualmente, ha escassez de farmacos para prevenir ou tratar a DNPIQ,
tornando, assim, o0 estudo sobre a fisiopatologia da dor neuropatica e o
desenvolvimento de novas opc¢Oes de tratamento essenciais. Varios estudos
realizados em animais, investigando a ocorréncia de DNP por PTX e a busca de novas
alternativas terapéuticas para esta condicdo tém sido encontrados na literatura, como
a gabapentina, inibidores do transportador de acido gama-aminobutirico-1, dentre
outros, com alguma medida de sucesso para reduzir a nocicepcao induzida pela
guimioterapia (HUEHNCHEN; BOEHMERLE; ENDRES, 2013; MASOCHA e
PARVATHY, 2016).
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2. JUSTIFICATIVA

Estudos clinicos utilizando misturas enzimaticas contendo papaina, tripsina e
guimiotripsina revelaram melhora da tolerancia a quimioterapia e aos efeitos adversos
do tratamento oncoldgico, resultando em melhora da condic¢do clinica do individuo e
da qualidade de vida (LEIPNER e SALLER, 2000; WALD et al., 2001; BEUTH et al.,
2016). Conforme revisto por Chobotova e colaboradores (2010), os efeitos
antitumorais da bromelina englobam a supresséo direta das células cancerosas, bem
como a modulacao da funcado dos sistemas inflamatério, imunol6gico e hemostatico,
evidenciados pela reducdo da expresséo de ciclo-oxigenase-2 (Cox-2), assim como
de citocinas como TNF-q, IL-1B e IL-6, na presenca de inflamac&o, com o uso desta
mistura de cisteino proteases.

Nesse sentido, fracGes e sub-fracdes proteoliticas, contendo proteinas do tipo
cisteino proteases derivadas do latex da planta Vasconcellea cundinamarcensis, vem
sendo estudadas pelas suas atividades farmacoldgicas. Dentre essas, destacam-se
as capacidades cicatrizante (MELLO et al., 2008; LEMOS et al., 2011; FREITAS et al.,
2017), antitumoral (DITTZ et al., 2015), antimetastatica (LEMOS et al., 2018) e anti-
inflamatéria (FREITAS et al.,, 2019; ALBUQUERQUE et al., 2020). No modelo
experimental de tumor inflamatorio de mama murino — 4T1, puderam ser mostradas,
conjuntamente, as atividades antitumoral e anti-inflamatéria da fragdo (BRAGA, 2013
e 2017).

Em relacdo a atividade anti-inflamatoéria, em animais tratados com P1G10,
houve diminuicdo dos niveis intratumorais de citocinas pro-inflamatorias/angiogénicas
(BRAGA, 2013). Ja em modelo de colite aguda induzida por TNBS, P1G10 reduziu o
perfil inflamatério no tecido intestinal, acompanhado da diminui¢éo dos niveis de MCP-
1, TNFa e de COX-2 e aumento dos niveis de IL-10, citocina anti-inflamatoria que inibe
a producéo de citocinas pro-inflamatorias (ALBUQUERQUE et al., 2020). Em modelo
de carcinoma de Erlich, P1G10 mostrou acdo sobre a imunidade celular (VIANA,
2010).

Ainda em estudos com animais tratados com a fragédo P1G10, nosso grupo de
pesquisa mostrou que os efeitos farmacologicos vém acompanhados de melhora dos
sinais clinicos, como aumento da sobrevida em animais com melanoma B16F1 (DITTZ

et al., 2015) e pelo ganho de peso tanto em modelo murino de Ulcera géstrica, quanto
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em modelo de colite induzida por TNBS, (ARAUJO-SILVA, 2009; ALBUQUERQUE et
al., 2020).

Citocinas, quimiocinas e seus receptores, bem como suas vias de sinalizacao,
tém sido apontadas como de fundamental importancia no desenvolvimento da dor
neuropética periférica induzida por quimioterapia (DNPIQ), condicdo de vasta
prevaléncia e que impde grandes desafios a pratica clinica oncoldgica (WANG e
LEHKY, 2012). Portanto, o desenvolvimento de estratégias eficazes de prevencéo
e/ou tratamento desta condig&o clinica se tornam cada vez mais importantes.

Nesse contexto, considerando o efeito antitumoral e anti-inflamatoério da fracéo
P1G10, propomos que em modelo de tumor mamario murino 4T1, a fracdo possa
modular a nocicepcao neuropatica induzida pelo quimioterapico citotéxico PTX. Assim
sendo, a associacdo dos dois agentes (PTX e P1G10) poderia potenciar o efeito
antitumoral, que ndo é objetivo deste estudo, prevenir e/ou modular efeitos adversos

do PTX, como a dor neuropéatica periférica.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar o efeito antinociceptivo da fracdo proteolitica P1G10 do latex de
Vasconcellea cundinamarcensis sobre a dor neuropatica periférica induzida pelo

guimioterapico paclitaxel (PTX).

3.2. Objetivos especificos

Em camundongos BALB/c fémeas:
- Definir o modelo de dor neuropética periférica induzida pelo quimioterapico PTX

- Avaliar os efeitos de P1G10 sobre:

e anocicepcéo induzida pelo PTX;
e a possivel neurotoxicidade induzida pelo PTX nos ganglios da raiz dorsal da
medula;

e a possivel axonopatia induzida pelo PTX nos nervos ciaticos.



4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material:

4.1.1 Biolégicos

Fracéo proteolitica P1G10, obtida do latex exsudado de frutos imaturos de
Vasconcellea cundinamarcensis originarios do Chile (Exsicata n°15063, depositada
na Universidad de La Serena, Chile), fornecido pelo Prof. Dr. Carlos Edmundo Salas
Bravo do Laboratorio de Biologia Molecular de Produtos Naturais (Departamento de

Bioquimica e Imunologia, ICB, UFMG, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil).

Camundongos fémeas da linhagem BALB/c de 8-12 semanas de idade,
pesando entre 20 e 30 g, adquiridos do Centro de Bioterismo do Instituto de
Ciéncias Biolégicas (CEBIO), ICB, UFMG. O protocolo experimental utilizando
animais foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da
Universidade Federal de Minas Gerais (CETEA) da UFMG, protocolo n° 106/2019.
Os animais foram alojados em gaiolas e mantidos no biotério do Departamento de
Farmacologia da UFMG, sob um ciclo de 12 horas claro/escuro (luzes acesas as 7
horas da manha) e temperatura controlada (28 + 1°C). Comida e agua estavam

disponiveis ad libitum, exceto durante a avaliagdo comportamental.

4.1.2 Farmacos utilizados

Paclitaxel (Taxol®, Ontax®) — Libbs Farmacéutica Ltda., Embu das Artes, Sao

Paulo, Brasil.

Quetamina (Cetamin®) - Rhobifarma Industria Farmacéutica Ltda, Hortolandia,

Sao Paulo, Brasil.

Xilasina (Dopaser®) - Laboratérios Calier S.A., Barcelona, Catalunha, Espanha.
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4.1.3 Reagentes

Acido acético glacial (P.A.), cloreto de sodio (NaCl P.A.) — Labsynth Produtos para
Laboratorio Ltda, Diadema, S&o Paulo, Brasil.

Alcool etilico absoluto — EMFAL Especialidades Quimicas — Betim, Minas

Gerais, Brasil.

Fosfato monobasico e bibasico de sddio (P.A.), aldeido féormico — Merk, Darmstadt,

Alemanha.

Hematoxilina, alimen de potassio, 6xido vermelho de mercurio, eosina Y, bicromato

de potéssio, solu¢do de acido picrico — Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA.

Parafina e xilol para histologia - Sciavicco Comércio e Industria Ltda., Belo

Horizonte, MG, Brasil.

4.1.4 Solucdes
Solucéo NaCl a 0,9%

NN = T .0,90¢g
Agua destilada 0.5.p.....c.cevevereereereeeeeeeeeee e, 100,00 mL

A solucéo é esterilizada por autoclavacdo a 120° C durante 40 minutos.
Alcool 70%

Alcool absoluto (99,3° INPM) ..cocveviiiieiecie e, 705,00 mL
Agua deStilada g.S.P....veiveeeeeeecee e 1,00 L

Formol tamponado neutro a 10 %

Aldeido fOrMICO. ... .uuuiiiiiiiiiiiiie e e 100,00 mL
Fosfato de SOdio MONODASICO..........cccevvviviiiiiiiiiiieie e, 4,00 g
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Fosfato de S6dio BIbDASICO.............cuuvviiiiiiiieiiiieeeeeieeeeee, 6,50 g
Agua deStilada 0.S.Pu...vecveeeeeeeeeie e e 1,00 L

Solugéo corante - Hematoxilina de Harris

Hematoxilina cristalizada.............ccooeuiiiiiiiiiiiiiiee e 25,00 g
AICOO! 9590, ....cvviiieee ettt e 250,00 mL
AlUMEN de POLASSIO.....cevvvirriiiiiiirir e e e e e e e e e e ee e 500,00 g
ACIHO ACEHICO GlACIAI ...evvvee oo e, 200,00 mL
Oxido vermelho de MErCUIO. .......eeoee e e 12,50 g
Agua deStila0da 0.S.P...veeeeeeeeeeeee ettt 5,00 L

A solucéo é filtrada em papel filtro quantitativo com porosidade de 8 um

Solugéo corante - Eosina de Putt (amarela)

EOSING et 20,00 g
Bicromato de POLASSIO.......cceveiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 10,00 g
Solucdo aquosa saturada de &cido PiCrCO..........cccvviviieeeeennnnes 200,00 g
AICOOI ADSOIULO.......ceveveeveeeeceee e e 200,00 mL
el To (o= To3=1 (o1 o R 1,00 mL
Agua destilada g.S.P....cecveeiveeee e 1,60 L

A solucéo é filtrada em papel filtro quantitativo com porosidade de 8 um
Solucéo aquosa saturada de acido picrico

ACIHO PICIICO. c. ettt e, 1,50 g
Agua destilada .S.P.....ccvvvveiieiieieceeeee et 100,00 mL
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4.1.5 Equipamentos

Hot/Cold plate 35100 — UGO BASILE S.R.L. Biological Research Apparatus,

Varese, lItalia.

Refrigerador ajustado a temperatura de + 4°C; freezer a temperatura de — 20°C -

Consul-Multibras Eletrodomésticos S/A, Sdo Bernardo do Campo, SP, Brasil.

Balanca analitica Toledo — Gehaka Eletro-Eletrénica Ltda, S&o Paulo, SP, Brasil.

Capela com fluxo laminar de ar ultra-filtrado - Veco do Brasil Indlstria &

Companhia de Equipamentos, Campinas, SP, Brasil.

Lupa binocular, lente de 1,6x e aumentos de 10x e 20x — Carl Zeiss do Brasil, S&o
Paulo, SP, Brasil.

Criostato, modelo Leica, CM1520 — Leica Biosystems, Buffalo Groove, lllinois,
EUA.

Microscopio optico, modelo BX41, com sistema de captura de imagens (Programa
de captura de images Q-capture), acoplado ao computador - Olympus
Corporation, New York, EUA.

4.1.6 Softwares

Software ImageJ versdo 1.5i — National Institutes of Health, Bethesda, Maryland,
EUA.

Software GraphPad Prism versdo 7 — GraphPad Software, La Jolla, California,
EUA.

Softwares R - R Core Team, 2016.



4.1.7 Diversos

Agulhas e seringas descartaveis — Labor Import Ltda., Osasco, Sédo Paulo, Brasil

Laminas 26,0 x 76,0mm - Precision® Glass Line, China.

Laminulas — Sigma- Aldrich, Steiheim, Alemanha

Material cirdrgico (seringas, pincas, tesouras e porta-agulhas) — Procare -

Cirargica, Belo Horizonte, MG.

Papel filtro quantitativo em circulos de 90 mm de didmetro, de porosidade de 8 um

- Whatman®, Merk, Darmstadt, Alemanha.

Pipetas graduadas — Pyrex®, Cidade do México, México.

Tubos de polipropileno, com fundo cénico, de 15 e 50 ml de capacidade e dotados

de tampas rosqueavel — Quimex Corning Incorporated, New York, NY, EUA.

4.2. Métodos:

4.2.1. Obtencéo da fracdo P1G10 do latex de Vasconcellea cundinamarcensis

Para a obtencdo da fracdo proteolitica foram realizadas incisdes na
superficie do fruto imaturo e coletou-se o latex que foi, em seguida liofilizado. Por
meio da técnica de separacdo cromatografica em coluna Sephadex G10, foram
obtidos dois picos, denominados P1G10 e P2G10, conforme descrito por Teixeira
et al., (2008) (Apéndice A). A fracdo proteolitica P1G10 utilizada neste projeto, se
encontrava armazenada a -20°C (6,05 g). No momento do uso, foi diluida em

solucao fisioldgica 0,9% na concentragcdo de interesse.
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4.2.2. Ensaios biolégicos comportamentais

4.2.2.1 Definicdo do modelo de dor neuropatica periférica induzida por

guimioterapico (DNPIQ) — testes Hot Plate e Cold Plate

Os animais foram distribuidos em 2 grupos experimentais: controle-veiculo
(solucao salina) e paclitaxel (PTX) na dose de 8 mg/kg. As injecdes de PTX ou de
seu veiculo (solucédo salina) foram realizadas por via intraperitoneal (i.p.), por 4 dias
consecutivos (TOMA et al., 2017 — adaptado, Figura 5) e a avaliacdo da nocicepcao
foi realizada por meio dos testes Hot Plate (PARVATHY e MASOCHA, 2013) e Cold
Plate (MASOCHA e PARVATHY, 2016 - adaptado).

Os testes foram realizados de forma cega, no periodo entre 7am - 12pm,
sendo o0s animais ambientados sobre a superficie da placa, a temperatura
ambiente, por 2 dias antes do inicio dos tratamentos. No momento dos testes, 0s
animais foram colocados individualmente sobre a placa e contidos por um aparato
de vidro. A temperatura da placa foi ajustada em 55 + 1°C, para a avaliacdo pelo
Hot Plate e em 2 + 1°C, para a avaliacdo pelo Cold Plate. A laténcia de retirada,
estabelecida como agitacéo, tremor ou lambida da pata, foi considerada indicativo
de nocicepgao e um cut off de 20 e 60 segundos para o Hot Plate e o Cold Plate,
respectivamente, foi estabelecido, no intuito de evitar danos teciduais a pata do
animal. A hipersensibilidade térmica foi avaliada antes da primeira injecdo de
veiculo ou de PTX, para caracterizacdo da resposta basal, e nos 7°, 10°, 14°, 17°,
21°, e 24° dias ap0s o primeiro tratamento. O resultado considerado foi a média das

trés medidas realizadas no animal, intervaladas por um periodo de 60 minutos.
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Figura 5: Esquema do protocolo para definicdo do modelo de dor neuropética periférica induzida

por quimioterapico (DNPIQ).
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Medidas de nocicepcao

Representacéo esquematica do protocolo para definicdo do modelo de DNPIQ. As setas superiores
representam a administracéo intraperitoneal (i.p.) do quimioterapico PTX ou de seu veiculo (solugao
salina), enquanto as setas inferiores representam as medidas de nocicep¢cdo pelos métodos Hot

Plate e Cold Plate.

4.2.2.2 Inducgao da nocicepcao por PTX - alodinia fria

A avaliagdo da nocicepcdo ao estimulo térmico, nos experimentos
subsequentes, foi realizada por meio do método Cold Plate (MASOCHA e
PARVATHY, 2016 - adaptado). Os animais foram distribuidos nos grupos: controle-
veiculo (solucéo salina) e paclitaxel (PTX) na dose de 8 mg/kg. As injecOes de PTX
ou de seu veiculo (solucédo salina) foram realizadas por via intraperitoneal (i.p.), por
4 dias consecutivos (TOMA et al., 2017 — adaptado, Figura 6) e a hipersensibilidade
térmica foi avaliada antes da primeira injecdo de PTX, para caracterizacdo da

resposta basal e nos 6°, 8°, 10°, 12°, 14°, 16° e 18° dias apds o primeiro tratamento.



Figura 6: Esquema do protocolo para indu¢éo da alodinia fria por PTX.
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Representacao esquematica do protocolo para inducao da alodinia fria por PTX. As setas superiores
representam a administracao intraperitoneal (i.p.) do quimioterapico PTX ou de seu veiculo (solugao
salina), enquanto as setas inferiores representam as medidas de nocicep¢édo pelo método Cold

Plate.

4.2.2.3 Avaliacdo do efeito antinociceptivo de P1G10 sobre a alodinia fria
induzida por PTX

A avaliacao do efeito antinociceptivo da fracao proteolitica P1G10 do latex de
Vasconcellea cundinamarcensis foi realizada com a divisdo dos animais nos
seguintes grupos: controle-veiculo; paclitaxel (PTX) na dose 8,0 mg/kg; P1G10 nas
doses de 5 mg/kg, 3 mg/kg ou 1 mg/kg, na presenca ou auséncia da inducéo por
PTX. A administracdo de P1G10 ou de seu veiculo (solucdo salina), por via
subcutanea (s.c) foi diéria, teve inicio juntamente a administragdo de PTX (i.p.) e foi

continuada por um periodo de 18 dias (Figura 7).
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Figura 7: Esquema do protocolo para avaliacdo do efeito antinociceptivo da fracdo P1G10 sobre a

alodinia fria induzida por PTX.
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Representacéo esquematica do protocolo para avaliagédo do efeito antinociceptivo da fracdo P1G10
sobre a alodinia fria induzida por PTX. As setas superiores representam a administracéo
intraperitoneal (i.p.) do quimioterapico PTX ou de seu veiculo (solucéo salina), enquanto a primeira
fileira de setas inferiores representa a administracéo subcutanea (s.c.) de P1G10 ou de seu veiculo
(solugédo salina). A segunda fileira de setas inferiores representa as medidas de nocicepc¢éo, pelo
método Cold Plate.

4.2.3. Avaliag6es morfologicas

4.2.3.1 Disseccao do ganglio daraiz dorsal (GRD) da medula espinhal

Apos a eutanasia (dias 12 e 18), os animais foram posicionados em decubito
ventral e tiveram a pele rebatida na regido dorsal, sobre a coluna, para remocéo das
vértebras de L2 a L5. Em seguida, a medula espinhal foi ejetada, por meio de injecéo
de solucéo fisiolégica 0,9%, estéril, com o auxilio de uma seringa. O tecido foi, entao,
dissecado sob visualizagdo em lupa binocular. Em seguida, os ganglios da raiz dorsal

foram obtidos dos segmentos de L2 a L5 e imersos em formol tamponado a 10%.

4.2.3.2. Dissecc¢éo do nervo ciatico (NC)
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Apoés a eutanasia (dias 12 e 18), os animais foram posicionados em decubito
lateral. O acesso caudo-lateral a coxa foi realizado por incisdo abrangendo a pele, o
tecido subcutaneo e o plano muscular, entre o musculo vasto lateral e o musculo
biceps femoral, com exposi¢éo do nervo ciatico. Uma vez exposto, esse foi dissecado,
extraido com sec¢des nas extremidades proximal e distal e imerso em formol

tamponado a 10 %.

4.2.3.3. Preparo e andlise dos cortes em laminas

Os GRD e NC dos animais, apos fixagdo em formol tamponado a 10% por 24
horas, foram imersos em alcool a 70%. Em seguida, esses foram incluidos em
parafina, cortados a 4 um e montados sobre laminas de vidro. Os cortes histolégicos
foram processados e corados com Hematoxilina-Eosina (HE), conforme descrito por
Wissowzky (1876).

As andlises histologicas foram realizadas em microscopia Optica convencional
(Olympus — BX41) e as imagens foram capturadas em objetivas de 10x, 40x ou 60x.
Os codigos das secOes foram mascarados antes do exame, de modo que o
examinador, patologista experiente e independente, ndo tivesse conhecimento do
tratamento administrado ao animal examinado. Ao microscopio Optico observou-se a
estrutura das células neuronais e possiveis sinais de lesdo, como pontos de
degeneracéo hidrépica (edema intracelular). Os neurénios e as células periféricas que
formam os tecidos, foram contados um a um, por meio do software Image J, nas
imagens capturadas em objetivas de 40 e 60x. Além disso, foi realizada a medida da
area total do nervo ciatico, por meio do mesmo software, nas imagens capturadas em

objetiva de 10x.

4.2.4 Andlises Estatisticas

Andlise descritiva foi utiizada com a finalidade de compreender as
caracteristicas da amostra, expressa por meio de medidas de tendéncia central e de
dispersdo. Dados com distribuicdo normal foram expressos em valores médios
seguidos do desvio padrédo e os dados que ndo seguiram a distribuicdo Gaussiana

foram expressos em valores medianos seguidos dos primeiro e terceiro quartis.
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A técnica ANOVA no modelo fatorial foi utilizada para comparar a diferenca
entre as médias das laténcias de resposta ao longo do tempo. As comparacdes
multiplas foram realizadas pelo post-hoc Tukey. A qualidade da técnica foi
determinada pela avaliacdo da normalidade dos residuos (Teste Anderson Darling) e
pela analise da homocedasticidade (Teste de Levene). Em todas as situacdes
experimentais, o tamanho da amostra garantiu graus de liberdades suficientes a

analise residual envolvendo planejamento experimental no modelo fatorial.

A ANOVA fatorial foi utilizada na comparacao das laténcias de resposta dos
animais submetidos ao teste Cold Plate, nos protocolos envolvendo P1G10 (5 mg/kg),
P1G10 (3 mg/kg) e P1G10 (1 mg/kg), ao longo de 18 dias. Para atender aos requisitos
da ANOVA, no protocolo P1G10 (5 mg/kg) a andlise dos residuos padronizados foi
utilizada para investigar possiveis “outliers” e a transformacgao logaritmo natural foi

necessaria para estabilizar a variancia.

O teste de Friedman foi utilizado para comparar as medianas das laténcias dos

animais submetidos a técnica Hot Plate, seguido do post-hoc LSD.

Em funcdo da perda de tecidos do nervo ciatico, a extensdo do teste da
mediana foi utilizada, para avaliar os valores medianos do niumero de neurénios e de
células periféricas e da area total do nervo, nos dias 12 e 18. As comparacdes

multiplas foram realizadas pelo teste exato de Fisher.

O nivel de significancia de 5% foi utilizado em todos os testes para a rejeicao
da hipétese nula. Os softwares R (R Core Team, 2016) e o Graph Pad Prism 7 foram

utilizados para a realizagédo das andlises.
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5. RESULTADOS

Para avaliar o efeito da fracdo proteolitica P1G10 sobre a dor neuropética
periférica induzida por quimioterapico (DNPIQ), inicialmente, foi definido o modelo de
estudo para a nocicepcao induzida por paclitaxel (PTX), para, na sequéncia,
determinar a atividade antinociceptiva. Com o intuito de avaliar possiveis alteracfes
morfologicas decorrentes dos tratamentos, foram realizadas analises histologicas de
estruturas nervosas envolvidas na nocicepcdo, como o ganglio da raiz dorsal (GDR)

da medula espinhal e o nervo ciatico (NC).

5.1. Inducé&o da nocicepcéo por paclitaxel (PTX)

Com o intuito de reproduzir modelos de nocicepcdo induzida por
guimioterapico, os animais receberam 4 injecdes diarias consecutivas de PTX, na
dose de 8 mg/kg, por via intraperitoneal (i.p.), resultando em uma dose cumulativa de
32 mg/kg. Foram realizados experimentos comportamentais piloto tanto para a
nocicepc¢ao induzida pelo estimulo térmico quente (Hot Plate), quanto para o estimulo
térmico frio (Cold Plate). No teste Hot Plate, os animais que receberam PTX
apresentaram queda na laténcia de resposta a partir do 7° dia de tratamento, que se
manteve até o 14° dia, seguido de aumento da laténcia apds esse periodo. Entretanto,
0s dados obtidos por meio desse método ndo seguiram a distribuicdo Gaussiana
(normal), o que exigiu a utilizacdo de um teste ndo paramétrico para as analises
estatisticas - Teste de Friedman, post-hoc LSD (resultados - Apéndice B). Ja com o
teste comportamental Cold Plate obtivemos dados que seguem a distribuicdo normal
e mostramos diferencas significativas nas laténcias de resposta entre os tratamentos
- controle vs PTX (p <0,05; ANOVA fatorial, pos-teste Tukey) (resultados - Apéndice
B). Assim, esse método foi o escolhido para dar sequéncia ao estudo, com algumas
adequacdes, como o periodo de tratamento e de medidas. Os resultados, descritos a
seguir, foram realizados, entdo, com protocolos que incluem um menor intervalo entre

as medidas (dias alternados) e por um periodo total de 18 dias.

Assim, em novo teste de Cold Plate, por todo o periodo de avaliacdo, as médias
das laténcias de resposta dos animais tratados com PTX foram menores quando

comparadas as do grupo controle (p < 0,001). No entanto, ndo houve diferenca
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significativa entre os dias ou interacdo entre o tratamento e o dia, assim como, entre
as meédias, ao longo do tempo, dentro do grupo controle ou do tratado com PTX.
Comparacdes ponto a ponto, mostram que o decréscimo no limiar nociceptivo com a
administracdo do PTX (alodinia fria) foi mais evidente no 14° (p < 0,01) e no 18° dias
de tratamento (p < 0,05), em comparag¢do ao grupo controle (ANOVA fatorial, pos-
teste Tukey; Figura 8). As figuras representativas da distribuicdo dos dados dos
animais submetidos ao teste Cold Plate tratados com veiculo de PTX (salina) e PTX

(8 mg/kg/dia, por 4 dias), ao longo do tempo encontram-se no Apéndice C.

Figura 8. Efeito nociceptivo do paclitaxel (alodinia fria) na pata de camundongo.
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Animais BALB/c fémeas (n= 14 animais) foram divididos entre os grupos veiculo de PTX (salina) e PTX
(8 mg/kg/dia, por 4 dias, i.p.). Foram realizadas medidas de nocicepg&o antes da primeira injecéo de
PTX, para caracterizacao da resposta basal e nos 6°, 8°, 10°, 12°, 14°, 16° e 18° dias ap6s o primeiro
tratamento. Diferengas estatisticamente significativas entre Veiculo PTX (salina) vs PTX #p <0,001.
Comparagao ponto a ponto: * p < 0,05; ** p < 0,01 (ANOVA fatorial, pés- teste Tukey).

5.2. Avaliacao do efeito antinociceptivo de P1G10 frente a alodinia fria induzida
por PTX

Utilizando o modelo acima definido, a partir do 1° dia da administracdo do
guimioterapico PTX os animais foram tratados diariamente, por 18 dias, com P1G10,
em trés diferentes doses (s.c.), com a indugao nociceptiva por PTX ou solugéo salina
(controle negativo, s.c.). No estudo com a maior dose (5 mg/kg), a média das laténcias

de resposta dos animais tratados com veiculo de PTX (salina) + veiculo de P1G10
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(salina) foi maior quando comparada a média dos animais tratados com: (1) PTX (8
mg/kg/dia, por 4 dias) + veiculo de P1G10, (2) veiculo de PTX + P1G10 (5 mg/kg) e
(3) PTX (8 mg/kg/dia, por 4 dias) + P1G10 (5 mg/kg) (p < 0,001). A média das laténcias
de resposta dos animais tratados com veiculo de PTX (salina) + P1G10 (5 mg/kg) foi
menor quando comparada a média dos animais tratados com PTX (8 mg/kg/dia, por 4
dias) + P1G10 (5 mg/kg) (ANOVA fatorial, pos-teste Tukey; Figura 9).

Diante desses resultados, optamos por avaliar o efeito antinociceptivo de doses
menores de P1G10 (3 ou 1 mg/kg), com o intuito de minimizar o efeito indutor de
alodinia observado pelo tratamento com a fragdo. As figuras representativas da

distribuicdo dos dados mostrados na Figura 9 encontram-se no Apéndice D.

Figura9. Avaliagdo do efeito antinociceptivo de P1G10 (5 mg/kg) na alodinia fria induzida por paclitaxel.
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Animais BALB/c fémeas (n= 29 animais) foram divididos em 4 grupos. Os tratamentos diarios com PTX
ou veiculo (4 dias) e P1G10 ou veiculo (18 dias) tiveram inicio no 1° dia experimental. As medidas de
nocicepcao foram realizadas antes da primeira injecdo (resposta basal) e nos 6°, 8°, 10°, 12°, 14°, 16°
e 18° dias apos o 1° dia de tratamento. Diferengas estatisticamente significativas: Veiculo PTX (salina)
+ Veiculo P1G10 (salina) vs PTX (8 mg/kg) + Veiculo P1G10 (salina) 2 p < 0,001; Veiculo PTX (salina)
+ Veiculo P1G10 (salina) vs PTX (8 mg/kg) + P1G10 (5 mg/kg) **°p <0,001; Veiculo PTX (salina) +
Veiculo P1G10 (salina) vs Veiculo PTX (salina) + P1G10 (5 mg/kg) ““p < 0,001. Comparacéo ponto a
ponto: Veiculo PTX (salina) + Veiculo P1G10 (salina) vs PTX (8 mg/kg) + Veiculo P1G10 (salina), *** p
< 0,001; Veiculo PTX (salina) + Veiculo P1G10 (salina) vs Veiculo PTX (salina) + P1G10 (5 mg/kg), *p
<0,01; veiculo PTX (salina) + P1G10 (5 mg/kg) vs PTX (8 mg/kg) + P1G10 (5 mg/kg), *p < 0,05 (ANOVA
fatorial, pds-teste Tukey).

Veic ou P1G10 ?

De modo geral, animais que receberam P1G10 (s.c.) na dose de 3 mg/kg

apresentaram uma menor média nas laténcias de resposta quando comparados ao
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grupo veiculo de PTX (salina) + veiculo de P1G10 (salina) (controle), (p < 0,01). A
gueda no limiar apresentada nao foi tdo evidente quanto a queda estatisticamente
significativa, evidenciada pelo uso do PTX (8 mg/kg/dia, por 4 dias) + veiculo de
P1G10 (p < 0,001), que teve seu pico entre o 10° e 12° dias da sua primeira
administracao (comparagéo ponto a ponto, p < 0,05). Animais que receberam P1G10
juntamente ao PTX apresentaram maior média nas laténcias de resposta, de maneira
geral, quando comparados ao grupo de animais que recebeu apenas PTX (p < 0,001),
(Figura 10). As figuras representativas da distribuicdo dos dados apresentados na
Figura 10 encontram-se no Apéndice D.

Figura 10. Avaliacdo do efeito antinociceptivo de P1G10 (3 mg/kg) na alodinia fria induzida por

paclitaxel.
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Animais BALB/c fémeas (n= 20 animais) foram divididos em 4 grupos. Os tratamentos diarios com PTX
ou veiculo (4 dias) e P1G10 ou veiculo (18 dias) tiveram inicio no 1° dia experimental. As medidas de
nocicepcao foram realizadas antes da primeira injecdo (resposta basal) e nos 6°, 8°, 10°, 12°, 14°, 16°
e 18° dias ap0s o primeiro dia de tratamento. Diferencas estatisticamente significativas: Veiculo PTX
(salina) + Veiculo P1G10 (salina) vs PTX (8 mg/kg) + Veiculo P1G10 (salina) 2 p < 0,001; Veiculo PTX
(salina) + Veiculo P1G10 (salina) vs PTX (8 mg/kg) + P1G10 (3 mg/kg) *°p < 0,01; Veiculo PTX (salina)
+ Veiculo P1G10 (salina) vs Veiculo PTX (salina) + P1G10 (3 mg/kg) “p < 0,01; 3PTX (8 mg/kg) +
veiculo P1G10 vs veiculo PTX (salina) + P1G10 (3 mg/kg) %4dp < 0,001; PTX (8 mg/kg) + veiculo P1G10
vs PTX (8 mg/kg) + P1G10 (3 mg/kg) **p < 0,001. Comparacao ponto a ponto: Veiculo PTX (salina) +
veiculo P1G10 (salina) vs PTX (8 mg/kg) + veiculo P1G10 (salina), *p < 0,05 (ANOVA fatorial, pos-teste
Tukey).

Animais que receberam P1G10 (s.c.) na dose de 1 mg/kg apresentaram
laténcias de resposta semelhantes as dos animais do grupo veiculo de PTX (salina) +
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veiculo de P1G10 (salina) (controle). De modo geral, a média das laténcias de
resposta dos animais tratados com PTX (8 mg/kg/dia, por 4 dias) + veiculo de P1G10
(salina) foi menor do que a média dos animais tratados com: (1) veiculo de PTX
(salina) + veiculo de P1G10 (salina); (2) veiculo de PTX (salina) + P1G10 (1 mg/kg) e
(3) PTX (8 mg/kg/dia, por 4 dias) + P1G10 (1 mg/kg), (p < 0,001). Comparacgdes ponto
a ponto mostram que 0s animais que receberam apenas PTX apresentaram queda
significativa do limiar nociceptivo a partir do 8° dia (p < 0,01), tiveram pico
hiperalgésico entre o 10° e 14° dias (p < 0,001) e aumento do limiar nociceptivo ap6s
0 pico, a partir do 16° dia (p < 0,05) em relacao ao grupo controle. P1G10 na dose de
1 mg/kg quando administrada juntamente ao PTX (8 mg/kg/dia, por 4 dias) foi capaz
de reverter a alodinia fria causada pelo farmaco a niveis similares aos do grupo veiculo
de PTX + veiculo de P1G10 (controle), em comparacao ao grupo que recebeu apenas
PTX (8 mg/kg/dia, por 4 dias) (p < 0,001) (ANOVA fatorial, pos-teste Tukey; Figura
11). As figuras representativas da distribuicdo dos dados relacionados a Figura 11
encontram-se no Apéndice D. Tendo em vista esses resultados, optamos por utilizar
a menor dose de P1G10 (1 mg/kg) para a realizacdo das avaliagdes histologicas

subsequentes.
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Figura 11. Avaliacdo do efeito antinociceptivo de P1G10 (1 mg/kg) na alodinia fria induzida por

paclitaxel.
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Animais BALB/c fémeas (n= 26 animais) foram divididos em 4 grupos. Os tratamentos diarios com PTX
ou veiculo (4 dias) e P1G10 ou veiculo (18 dias) tiveram inicio no 1° dia experimental. As medidas de
nocicepcao foram realizadas antes da primeira injecao (resposta basal) e nos 6°, 8°, 10°, 12°, 14°, 16°
e 18° dias ap6s o primeiro dia de tratamento. Diferencas estatisticamente significativas: Veiculo PTX
(salina) + Veiculo P1G10 (salina) vs PTX (8 mg/kg) + Veiculo P1G10 (salina) #*p < 0,001; PTX (8
mg/kg) + veiculo P1G10 (salina) vs veiculo PTX (salina) + P1G10 (1 mg/kg) %“p<0,001; PTX (8 mg/kg)
+ veiculo P1G10 (salina) vs PTX (8 mg/kg) + P1G10 (1 mg/kg) *¢p < 0,001. Comparac¢ao ponto a ponto:
Veiculo PTX (salina) + Veiculo P1G10 (salina) vs PTX (8 mg/kg) + Veiculo P1G10 (salina), *p < 0,05;
** n<0,01; **p <0,001; PTX (8 mg/kg) + Veiculo P1G10 (salina) vs PTX (8 mg/kg) + P1G10 (1mg/kg),
#p < 0,05; #p < 0,01; #p < 0,001; PTX (8 mg/kg) + Veiculo P1G10 (salina) vs Veiculo PTX (salina) +
P1G10 (1mg/kg), *p < 0,01; ***p < 0,001 (ANOVA fatorial, pos-teste Tukey).

Veic ou P1G10 T T T

5.3. Avaliacao histologica dos ganglios daraiz dorsal da medula espinhal

Camundongos BALB/c fémeas receberam tratamentos com PTX e/ou P1G10 1
mg/kg, conforme descrito em métodos. Apds o 12° (Figura 12) ou 18° (Figura 13) dias
de tratamento os animais foram eutanasiados, os GRD da medula espinhal foram
retirados e suas analises histoldgicas realizadas. Os cortes dos tecidos foram corados
com Hematoxilina & Eosina e analisados em microscéopio Optico. Nao foram
encontradas alteracdes degenerativas celulares importantes entre os diferentes
grupos de tratamentos nas laminas histologicas de GRD avaliadas.

Apoés 12 dias do inicio do tratamento com PTX, pico da alodinia apresentada

no teste comportamental, a contagem da populacdo celular de neurdnios e células
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periféricas totais nos GRD analisados (n = 24) mostra que as medianas nao estao
alinhadas, o que sugere diferenca entre os tratamentos. Em relacdo ao numero de
células periféricas, o tratamento com veiculo de PTX (salina) + veiculo de P1G10
(salina) — controle, apresentou maior valor mediano (298,0), enquanto que o
tratamento PTX (8 mg/kg/dia, por 4 dias) + veiculo de P1G10 o menor valor mediano
(180,0). A contagem do numero de neurénios, também, mostrou maior valor mediano
para o grupo controle (133,0) em relacdo ao grupo que recebeu apenas PTX (106,0).
Entretanto ndo foram constatadas diferencas estatisticamente significativas entre os
grupos (p > 0,05), ANOVA de um fator de Kruskal-Wallis por postos; Figura 12 E).

Ja em relacdo aos 18 dias, a contagem da populacéo celular, revelou uma
tendéncia a diminuicdo do numero de neurdnios e de células periféricas nos GRD dos
animais que receberam PTX (8 mg/kg/dia, por 4 dias) + veiculo de P1G10 (salina) em
comparacao ao grupo veiculo de PTX (salina) + veiculo de P1G10 (salina) — controle
(valores medianos para neurénios: 74,5 PTX vs 99,00 controle; células periféricas:
305,0 PTX vs 407,0 controle). Houve, também, uma diminuicdo da populacéo celular
no grupo dos animais que recebeu PTX (8 mg/kg/dia, por 4 dias) + veiculo de P1G10
(salina) quando comparado ao grupo que recebeu PTX (8 mg/kg/dia, por 4 dias) +
P1G10 (1 mg/kg) (valores medianos para neurbnios: 74,5 PTX vs 113,00 PTX +
P1G10; células periféricas: 305,0 PTX vs 377,0 PTX + P1G10). A diferenca observada
para a populacdo de neurdnios ficou no limite da significancia (p = 0,047), enquanto
gue para as células periféricas a diferenca observada nao foi significativa (p = 0,247,
ANOVA de um fator de Kruskal-Wallis por postos; Figura 13 E). As tabelas

representativas dos dados relativos as Figuras 12 e 13 encontram-se no Apéndice E.
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Figura 12. Avaliacao histolégica de ganglios da raiz dorsal da medula espinhal apés 12 dias do inicio

dos diferentes tratamentos.
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Animais BALB/c fémeas (n= 24 animais) foram divididos em grupos (A) veiculo PTX (salina) + veiculo
P1G10 (salina) (B) PTX (8 mg/kg) + veiculo P1G10 (salina) (C) veiculo PTX (salina) + P1G10 (1 mg/kg)
(D) PTX (8 mg/kg) + P1G10 (1 mg/kg). Os tratamentos diarios com PTX ou veiculo (4 dias) e P1G10
ou veiculo (12 dias) tiveram inicio no 1° dia experimental. As medidas de nocicepg¢édo foram realizadas
antes da primeira injecdo (resposta basal) e nos 6°, 8°, 10°, 12° dias ap0s o primeiro dia de tratamento.
A coleta do GRD dos animais para analise histologica foi realizada no 12° dia de tratamento, apds
eutanasia. As setas vermelhas indicam neurdnios, enquanto as setas brancas indicam células
periféricas. Aumento de 40X, coloracdo HE. (E) Distribuicdo dos dados da populagdo celular dos
ganglios da raiz dorsal. Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre os valores medianos
dos diferentes grupos (p > 0,05) (ANOVA de um fator de Kruskal-Wallis por postos).
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Figura 13. Avaliacdo histologica de ganglios da raiz dorsal da medula espinhal apés 18 dias do inicio
dos diferentes tratamentos.
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Animais BALB/c fémeas (n= 29 animais) foram divididos em grupos (A) veiculo PTX (salina) + veiculo
P1G10 (salina) (B) PTX (8 mg/kg) + veiculo P1G10 (salina) (C) veiculo PTX (salina) + P1G10 (1 mg/kg)
(D) PTX (8 mg/kg) + P1G10 (1 mg/kg). Os tratamentos diarios com PTX ou veiculo (4 dias) e P1G10
ou veiculo (18 dias) tiveram inicio no 1° dia experimental. As medidas de nocicepcédo foram realizadas
antes da primeira injecéo (resposta basal) e nos 6°, 8°, 10°, 12°, 14°, 16° e 18° dias ap0s o primeiro dia
de tratamento. A coleta do GRD dos animais para andlise histoldgica foi realizada no 18° dia de
tratamento, apds eutandasia. As setas vermelhas indicam neurénios, enquanto as setas brancas indicam
células periféricas. Aumento de 40X, coloracdo HE. (E) Distribuicdo dos dados da populacdo celular
dos géanglios da raiz dorsal. Diferencas estatisticas entre 0os grupos - neurénios, p = 0,047; células
periféricas, p = 0,247 (ANOVA de um fator de Kruskal-Wallis por postos).

5.4. Avaliacao histologica dos nervos ciaticos (NC)

As andlises histologicas dos NC dos animais, tratados ou ndo com P1G10 1
mg/kg, foram feitas apdés o 12° (Figura 14) ou 18° (Figura 15) dias da primeira
administracdo de PTX (8 mg/kg/dia, por 4 dias). Os cortes dos tecidos foram corados
com Hematoxilina & Eosina e analisados em microscopio Optico. Nao foram
encontradas alteragcbes ou sinais degenerativos celulares importantes entre os
diferentes grupos de tratamentos, para ambos os periodos avaliados. Devido a perda
amostral e n amostral insuficiente, em decorréncia de cortes inapropriados dos
tecidos, no grupo veiculo PTX (8 mg/kg) + P1G10 (1 mg/kg), esse grupo foi excluido

das proximas analises estatisticas. As compara¢cdes multiplas foram realizadas pelo
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teste exato de Fisher e a técnica da extensdo do teste da mediana foi realizada para
avaliar se os tratamentos apresentaram mesmo valor mediano.

Na avaliacdo relativa a 12 dias apds o inicio dos diferentes tratamentos, a
contagem da populagdo de células periféricas totais nos nervos ciéticos, assim como
para os GRD, mostra que as medianas nao estao alinhadas, o que sugere diferenca
entre os tratamentos. O tratamento com veiculo de PTX (salina) + veiculo de P1G10
(salina) — controle, apresentou o maior valor mediano (145,0), enquanto que o
tratamento com PTX (8 mg/kg/dia, por 4 dias) + veiculo de P1G10 (salina) apresentou
o menor valor mediano (104,0), mostrando cerca de 30% de diminuigao (Figura 14 E).
No entanto, ndo houve diferenca significativa entre os valores medianos dos
tratamentos p> 0,05, teste exato de Fisher). A representacdo das medianas que
ficaram acima ou abaixo da mediana de corte (técnica da extensao do teste da

mediana) encontram-se na Tab. 1.

De maneira semelhante, na contagem celular de neurénios totais nos NC, as
medianas nao estdo alinhadas e o tratamento com PTX (8 mg/kg/dia, por 4 dias) +
veiculo de P1G10 (salina) apresentou o menor valor mediano (419,0), enquanto que
o tratamento com PTX (8 mg/kg/dia, por 4 dias) + P1G10 (1 mg/kg) apresentou o maior
valor mediano (550,0) (Figura 14 E). Nesse caso, também, ndo houve diferencga entre
os valores medianos dos tratamentos (p > 0,05; teste exato de Fisher). A
representacdo das medianas que ficaram acima ou abaixo da mediana de corte

(técnica da extensao do teste da mediana) encontram-se na Tab. 2.
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Figura 14. Avaliacdo histologica de nervos ciaticos ap6s 12 dias do inicio dos diferentes tratamentos.
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Animais BALB/c fémeas (n= 23 animais) foram divididos em grupos (A) veiculo PTX (salina) + veiculo
P1G10 (salina) (B) PTX (8 mg/kg) + veiculo P1G10 (salina) (C) veiculo PTX (salina) + P1G10 (1 mg/kg)
(D) PTX (8 mg/kg) + P1G10 (1 mg/kg). Os tratamentos diarios com PTX ou veiculo (4 dias) e P1G10
ou veiculo (12 dias) tiveram inicio no 1° dia experimental. As medidas de nocicepg¢éo foram realizadas
antes da primeira injecéo (resposta basal) e nos 6°, 8°, 10°, 12° dias ap0s o primeiro dia de tratamento.
A coleta do nervo ciatico dos animais para analise histol6gica foi realizada no 12° dia de tratamento,
apos eutanasia. As setas vermelhas indicam neurdnios enquanto as setas brancas indicam células
periféricas. Aumento de 60X, colora¢édo HE. (E) Distribuicdo dos dados da populacgéo celular dos nervos
citicos no 12° dia de tratamento.

Tabela 1. Frequéncia de células periféricas totais — nervo ciatico (12 dias)

PTX (8 mg/kg) i.p. Salina + PTX + PTX +

P1G10 (1 mg/kg) s.c. Salina Salina P1G10
Abaixo da mediana 1 5 3
Acima da mediana 3 2 3

Mediana de corte = 113. Teste Exato de Fisher (p = 0,332)

Tabela 2. Frequéncia dos neur6nios totais — nervo ciatico (12 dias)

PTX (8 mg/kg) i.p. Salina + PTX + PTX +

P1G10 (1 mg/kg) s.c. Salina Salina P1G10
Abaixo da mediana 2 4 3
Acima da mediana 2 3 3

Mediana de corte = 530. Teste Exato de Fisher (p = 0,3691)
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No protocolo de avaliacdo de 18 dias do inicio dos diferentes tratamentos, na
contagem da populacdo de células periféricas totais dos nervos ciaticos, de forma
analoga aos 12 dias, as medianas nao estao alinhadas, o que sugere diferenca entre
os tratamentos. Observa-se que o tratamento que obteve maior valor mediano (121,0)
foi com PTX (8 mg/kg/dia, por 4 dias) + P1G10 (1 mg/kg), enquanto que, o0 menor valor
mediano (53,5), foi encontrado com PTX (8 mg/kg/dia, por 4 dias) + veiculo de P1G10
(salina), ou seja 55% menor que o tratado com P1G10 (Figura 15 E). Da mesma forma,
nao houve diferenca entre os valores medianos dos tratamentos (p > 0,05, teste exato
de Fisher, Tab. 3)

Resultado semelhante foi obtido para a populacéo celular de neurdnios totais,
sendo o tratamento com PTX (8 mg/kg/dia, por 4 dias) + P1G10 (1 mg/kg) o de maior
valor mediano (1056,0) e o tratamento com PTX (8 mg/kg/dia, por 4 dias) + veiculo de
P1G10 (salina) o de menor valor mediano (364,0), mostrando uma diminuicéo de 65%
no numero dessas células (Figura 15 E). Vale ressaltar que todos os animais que
receberam tratamento PTX (8 mg/kg/dia, por 4 dias) + P1G10 (1 mg/kg), ficaram acima

do valor mediano de referéncia (p < 0,01, teste exato de Fisher, Tab. 4).



56

Figura 15. Avaliacao histolégica de nervos ciaticos ap6s 18 dias do inicio dos diferentes tratamentos.
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Animais BALB/c fémeas (n= 16 animais) foram divididos em grupos (A) veiculo PTX (salina) + veiculo
P1G10 (salina) (B) PTX (8 mg/kg) + veiculo P1G10 (salina) (C) veiculo PTX (salina) + P1G10 (1 mg/kg)
(D) PTX (8 mg/kg) + P1G10 (1 mg/kg). Os tratamentos diarios com PTX ou veiculo (4 dias) e P1G10
ou veiculo (18 dias) tiveram inicio no 1° dia experimental. As medidas de nocicepgao foram realizadas
antes da primeira injecdo (resposta basal) e nos 6°, 8°, 10°, 12°, 14°, 16° e 18° dias apds o primeiro dia
de tratamento. A coleta do nervo ciatico dos animais para analise histologica foi realizada no 18° dia de
tratamento, apos eutanasia. As setas vermelhas indicam neurénios, enquanto as setas brancas indicam
células periféricas. Aumento de 60X, coloragdo HE. (E) Distribuicdo dos dados da populacédo celular
dos nervos ciaticos no 18° dia de tratamento.

Tabela 3. Frequéncia de células periféricas totais — nervo ciatico (18 dias)

PTX (8 mg/kg) i.p. Salina + PTX + PTX +

P1G10 (1 mg/kg) s.c. Salina Salina P1G10
Abaixo da mediana 3 3 2
Acima da mediana 1 1 3

Mediana = 82. Teste exato de Fisher (p = 0,4872)

Tabela 4. Frequéncia de neurdnios totais — nervo citico (18 dias)

PTX (8 mg/kg) i.p. Salina + PTX + PTX +

P1G10 (1 mg/kg) s.c. Salina Salina P1G10
Abaixo da mediana 4 3 0
Acima da mediana 0 1 6

Mediana = 597. Teste exato de Fisher (p = 0,004672)
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5.5. Avaliacéo da areatotal dos NC

No primeiro periodo avaliado, a area total dos NC revelou que o tratamento com
PTX (8 mg/kg/dia, por 4 dias) + veiculo de P1G10 (salina) apresentou o maior valor
mediano (1,41 mm?) e o tratamento com PTX + P1G10 (1 mg/kg) o menor (0,74 mm?),
cerca de 50% de diminuicdo (Figura 16 A). Entretanto, ndo houve diferenca

significativa entre os valores medianos dos tratamentos (p > 0,05, teste exato de
Fisher; Tab. 5).

Aos 18 dias de tratamento a medida da area dos NC mostrou que o tratamento
com PTX (8mg/ kg/dia, por 4 dias) + P1G10 (1mg/kg) foi o de menor valor mediano
(0,61 mm?), enquanto que o com veiculo de PTX (salina) + veiculo de P1G10 (salina)
apresentou o maior valor (0,96 mm?) (Figura 16 B). Entretanto, ndo houve diferenca

entre os valores medianos dos tratamentos. (p > 0,05, teste exato de Fisher; Tab. 6).

Figura 16. Distribuicdo dos dados para area total dos nervos ciaticos nos 12° e 18° dias do inicio dos
diferentes tratamentos.
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Animais BALB/c fémeas (n= 41 animais) foram divididos em 4 grupos. Os tratamentos diarios com PTX
ou veiculo (4 dias) e P1G10 ou veiculo (12 ou 18 dias) tiveram inicio no 1° dia experimental. As medidas
de nocicepcéo foram realizadas antes da primeira injecéo (resposta basal) e nos 6°, 8°, 10°, 12°, 14°,
16° e 18° dias apds o primeiro dia de tratamento. A coleta do nervo cidtico dos animais para anélise
histoldgica foi realizada no 12° e no 18° dia de tratamento, apds eutanasia. (A) Coleta do nervo ciatico

dos animais para andlise da area no 12° dia de tratamento (B) Coleta realizada no 18° dia de
tratamento.



Tabela 5. Frequéncia da area do nervo ciatico (12 dias)
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PTX (8 mg/kg) i.p. Salina + PTX + PTX +
P1G10 (1 mg/kg) s.c. Salina Salina P1G10
Abaixo da mediana 3 2 4
Acima da mediana 1 5 2
Mediana de corte = 0.92. Teste exato de Fisher (p = 0,2308)
Tabela 6. Frequéncia da area do nervo ciatico (18 dias)
PTX (8 mg/kg) i.p. Salina + PTX + PTX +
P1G10 (1 mg/kg) s.c. Salina Salina P1G10
Abaixo da mediana 2 2 4
Acima da mediana 2 2 3

Mediana = 0,85. Teste exato de Fisher (p = 1)
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6. DISCUSSAO

Em vista da propriedade anti-inflamatoria da fracéo proteolitica do latex do fruto
de Vasconcellea cundinamarcensis, P1G10, que inclui em seu mecanismo de agéo a
modulacdo de citocinas pr6 e anti-inflamatérias (FREITAS et al., 2019;
ALBUQUERQUE et al., 2020), neste trabalho nos propusemos a investigar o seu
efeito protetor e/ou modulador na dor neuropética periférica induzida por paclitaxel
(PTX). Varios estudos tém demonstrado a importancia da inflamacdo no
estabelecimento e na manutencdo da dor neuropatica periférica induzida por
quimioterapico (DNPIQ), tornando-se essa um possivel e interessante alvo terapéutico
(WANG e LEHKY, 2012).

O PTX foi escolhido em detrimento de outros quimioterapicos pelo fato de ser
um dos principais taxanos utilizados no tratamento de uma variedade de tumores
sélidos, incluindo as neoplasias de ovario e de mama. As evidéncias suportam que o
uso semanal do farmaco tem eficacia e tolerabilidade superiores no tratamento de
cancer de mama em estagio inicial e metastatico (SEIDMAN et al., 2008, SPARANO
et al., 2008, GREIMEL et al.,, 2011). Além disso, também é sugerido que esse
guimioterapico seja um dos principais causadores da DNPIQ, colocando em risco o
tratamento e a sobrevivéncia dos pacientes, mostrando-se ideal para a reproducéo
desse modelo de dor (REYES-GIBBY et al., 2009, MO et al., 2012, ARGYRIOU et al.,
2014; SERETNY et al., 2014, KIM; DOUGHERTY; ABDI, 2015).

O farmaco antineoplasico é frequentemente administrado em pacientes do sexo
feminino, entretanto a maioria dos estudos que abordaram a DNPIQ em modelos
animais foi realizada com ratos ou camundongos machos. Homens e mulheres
sentem dor de maneira diferente e respondem de formas distintas a classes
especificas de farmacos analgésicos. Dessa forma, o género € fator critico na
modulacéo da experiéncia a dor (HWANG et al., 2012). Neste trabalho foram utilizados
animais BALB /C fémeas como modelo, com vista a trabalhos futuros, que abordem a
DNPIQ quando na implantagcédo do tumor 4T1, derivado de um tumor espontaneo de
mama em camundongos BALB /cfC3H (DEXTER et al.,1978; HEPNER et al., 1978) e
tratamento com PTX.

Inicialmente, foram avaliados dois modelos de nocicepg¢do, com o intuito de
definir o mais adequado para estudar o efeito antinociceptivo da fracdo proteolitica
P1G10 sobre a DNPIQ. Polomano e colaboradores (2001), mostraram que PTX
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administrado i.p., em diferentes doses, produz hiperalgesia térmica ao calor
significativa na cauda e nas patas traseiras dos animais tratados. Todavia, o teste
piloto realizado neste trabalho, utilizando-se o método Hot Plate, ndo reproduziu
hiperalgesia térmica importante nas patas dos animais que receberam PTX, uma vez
gue os valores de laténcia de resposta obtidos foram muito préximos, entre 0s grupos
tratado e controle. Observou-se com a administracdo do farmaco (resultados em
Apéndice B), uma queda na laténcia de resposta dos animais, que teve inicio no 7°
dia de tratamento e que se manteve até o 14° dia, seguida de uma subida a partir
deste periodo. De forma semelhante, Parvathy e Masocha (2013), por meio do mesmo
teste comportamental, mostraram que os animais BALB/c fémeas que receberam
tratamento com PTX, apresentam reducdo no tempo de laténcia de reacdo ao
estimulo térmico, com pico hiperalgésico no 7° e no 10° dias de tratamento.
Entretanto, os resultados obtidos com o Hot Plate, aqui apresentados, mostram
heterogeneidade amostral importante e ndo se obteve normalidade dos dados
(distribuicdo normal), o que retrata a dificuldade de validac&o da técnica, justificando
assim, a exclusdo desse método para o estudo.

Estudo com regime de tratamento quimioterapico similar, mostra que animais
tratados com PTX desenvolvem, também, alodinia fria, evidenciada pela reducéo na
laténcia de reacdo no teste da placa fria (Cold Plate) (MASOCHA e PARVATHY,
2016). No teste piloto no qual se utilizou o método Cold Plate, realizado por um periodo
de 24 dias, observamos que, de maneira geral, a média de laténcia do grupo tratado
com PTX foi menor quando comparada a média do grupo controle, com pico
hiperalgésico no 10° dia de tratamento. Os dados seguiram distribuicdo normal e
foram observados efeitos de interacdo (tratamento e dia). Assim, optamos por
continuar as avaliagdes seguintes utilizando o Cold Plate. Ademais, a literatura aponta
gue animais tratados com PTX apresentam alodinia mecéanica acentuada, alodinia fria
e hiperalgesia mecanica, mas pouca ou nenhuma hiperalgesia térmica ao calor, o0 que
reforca a escolha pelo método (POLOMANO et al., 2001; PETERS et al., 2007;
MASOCHA e PARVATHY, 2016). Em relacéo ao periodo de tratamento, uma vez que
as laténcias de resposta dos animais tratados com PTX n&o variaram de maneira
importante do 14° dia ao 21°, ajustamos os préximos protocolos para que houvesse
intervalo menor entre as medidas (dias alternados) e para que fosse realizado por um

periodo total de 18 dias.
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Usualmente, pacientes que experenciam neuropatia apos tratamento com o
guimioterapico PTX, relatam dor intensa em queimac&do em resposta a aplicacdo de
estimulos térmicos frios que séo indcuos em voluntarios sadios (DOUGHERTY et al.,
2004; CAPONERO; MONTARROYOS; TAHAMTANI, 2016). Uma das principais
ferramentas experimentais que pode ser utiizada em modelos animais, para
abordagem da neuropatia induzida pelo quimioterapico, que resulta em alodinia fria, é
o0 método Cold Plate. O teste tem como vantagens sua velocidade relativa e a sua
capacidade de controle preciso da temperatura (DEUIS; DVORAKOVA; VETTER,
2017), que foi ajustada para 2° C em nosso estudo. Outra vantagem do método, em
comparacao ao teste da acetona por exemplo € que, nesse Ultimo, as respostas
evocadas podem incorporar respostas aversivas ao odor de acetona, e o controle
sobre a taxa e o grau de resfriamento ndo € possivel. Além disso, a acetona tem alta
pressdo de vapor e uma pequena tensao superficial, o que dificulta a aplicacdo de
uma quantidade uniforme na pata traseira do animal (YIN et al., 2015).

Comportamentos aversivos sobre a exposi¢cdo a superficies controladas pela
temperatura, como levantamento das patas, agitacdo, ou saltar ocorrem a
temperaturas abaixo de 5°C, o que sugere que este deva ser considerado o limiar para
frio nocivo em roedores. Dor fria patoldgica € um sintoma comum na DNPIQ e pode
apresentar-se como alodinia fria, uma resposta a dor a temperaturas que normalmente
nao provocam dor, e/ou hiperalgesia fria, uma sensibilidade aumentada a dor por
temperatura fria (YIN et al., 2015). No presente estudo, consideramos que 0s animais
gue receberam PTX, manifestaram uma alodinia fria, uma vez que essa temperatura
(2°C) nao provocou uma resposta de retirada reduzida nos animais do grupo controle,
conforme comparacao estabelecida em outro estudo (ALLCHORNE et al., 2005).
Ademais, a grande maioria dos trabalhos que avaliam a DNPIQ por meio desse
método, se referem a manifestacdo de reducdo da laténcia de resposta nessa
condi¢cdo como alodinia fria (RENN et al., 2011; SANNA et al., 2014; MASOCHA e
PARVATHY, 2016).

Uma vez estabelecido o método, em novo ensaio com o teste Cold Plate (18
dias de tratamento), pudemos mostrar que a administracdo do PTX (i.p.), na dose de
8 mg/kg por 4 dias consecutivos, foi capaz de reduzir o limiar nociceptivo dos animais
em comparacdo ao limiar dos animais do grupo controle, que receberam apenas
veiculo de PTX. A queda do limiar pdde ser observada a partir do 6° dia do inicio da

administragdo do farmaco, corroborando os resultados de estudo semelhante que
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utilizou o0 mesmo teste comportamental (MASOCHA e PARVATHY, 2016). Tal queda
foi mantida por um periodo de 18 dias apds o inicio do tratamento com PTX, tendo
seu pico hiperalgésico no 14° dia e leve subida ap0s esse periodo. O mesmo perfil foi
observado por Toma et al. (2017), que demonstraram que o estabelecimento da
hiperalgesia mecanica e da alodinia fria ao quimioterapico ocorrem na primeira
semana de administracdo do farmaco e se tornam menos evidentes depois da
segunda semana do tratamento.

A observacéo clinica dos animais durante a inducdo da alodinia fria por PTX
revelou a auséncia de alteracfes significativas no estado clinico, como alopecia,
diarreia ou perda de peso. Tanto os animais tratados com veiculo de PTX (salina)
quanto os tratados com PTX, ndo apresentaram variagbes importantes no peso
corporal (resultados — Apéndice F), como descrito previamente por Polomano e
colaboradores (2001). A manutenc&do do peso dos animais corrobora os dados da
literatura que suportam que 0s animais que recebem baixas doses continuas do
guimioterapico (diariamente) ndo mostram perda de peso, quando comparados
aqueles que recebem a dose maxima toleravel do mesmo agente antineoplasico (20
mg/kg, semanalmente) (JIANG et al., 2010, HWANG et al., 2012, TOMA et al., 2017).
Por outro lado, o tratamento com P1G10 na auséncia de PTX, mostrou um aumento
significativo do peso dos animais em relacdo aos animais do grupo controle. Ensaios
com P1G10 mostraram que o tratamento com a fragdo melhora o estado clinico dos
animais, evidenciado pelo ganho de peso. Em modelo de Ulcera gastrica, houve
recuperacao total do peso perdido com a inducao da leséo por &cido acético 10%, nos
animais tratados com P1G10 (ARAUJO-SILVA, 2009). Em modelo de colite aguda
induzida por TNBS, animais tratados com P1G10 mostraram ganho de peso de 30%
em relacdo aos nao tratados com a fracdo (ALBUQUERQUE et al., 2020).

A avaliacdo da acgdo antinociceptiva de P1G10 sobre a nocicepc¢ao decorrente
do uso do quimioterapico mostrou que a administragdo sistémica (s.c.) de P1G10
impede o desenvolvimento da alodinia fria induzida por PTX. No entanto, os efeitos
antinociceptivos de P1G10 foram observados apenas para a dose de 1 mg/kg, nao
sendo evidenciados pelas doses de 3 mg/kg e de 5 mg/kg. Contrariamente, as doses
superiores de P1G10 revelaram um efeito nociceptivo, préximos aquele produzido
pelo PTX, principalmente na maior dose, de 5 mg/kg.

Em outros modelos animais, a fracdo P1G10 mostrou atividade antitumoral

entre as doses de 3 e 5 mg/kg, reduzindo a massa de tumores solidos, como o de
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Erlich (3 mg/kg — 68%) (VIANA et al., 2010) e o melanoma B16F1 (5 mg/kg - 70%)
(DITZZ et al., 2015). Dessa forma, optamos por avaliar, inicialmente, a acéo
antinociceptiva de P1G10 em doses maiores, considerando a intencéo de associar 0
efeito antitumoral ao efeito antinociceptivo, para que a fracdo pudesse ser utilizada
como adjuvante ao tratamento oncoldgico. Todavia, durante administracdo s.c. de
P1G10 nas doses de 3 mg/kg e 5 mg/kg os animais apresentaram lesGes cutaneas no
local da aplicacéo, que variaram de leves a moderadas. Estudos prévios do nosso
grupo de pesquisa mostraram a existéncia destes efeitos toxicos, porém para doses
maiores de P1G10 (LEMOS et al., 2016). Como no presente trabalho os animais foram
submetidos a administracéo s.c. de P1G10 por 18 dias consecutivos, acredita-se que
0 dano cutaneo, mostrado com as doses de 3 e 5 mg/kg, possa ter sido elemento
decisivo para promover agitacdo e nocicepg¢ao nos animais, representando assim, um
fator gerador de duvida.

Apesar de na dose de 3 mg/kg P1G10, quando administrada juntamente ao
veiculo de PTX, nado ter apresentado limiares nociceptivos tdo baixos quanto os
evidenciados pela dose de 5 mg/kg, tal limiar ainda ficou aquém do desejado. Além
disso, quando administrada juntamente ao PTX, P1G10 n&o foi capaz de reverter a
alodinia fria induzida pelo guimioterapico a niveis similares aos do grupo veiculo de
PTX (salina) + veiculo de P1G10 (salina) — controle. De maneira oposta, P1G10 na
dose de 1 mg/kg mostrou efeito antinociceptivo na alodinia fria induzida por PTX e foi
capaz de reverté-la em niveis proximos aos dos animais do grupo controle. Em adicao,
nessa dose ndo foram observadas les6es cuténeas, sendo esta, também, a menor
dose eficaz (52% de inibicao) contra o crescimento do tumor 4T1, como previamente
descrito por Braga (2013).

O mecanismo pelo qual P1G10 atenua a alodinia fria nesse modelo de
neuropatia periférica ndo € conhecido e, atualmente, é motivo de inquietacdo para
trabalhos futuros. No entanto, uma possibilidade, em vista do que ja foi descrito, é que
esse efeito se deva as suas caracteristicas anti-inflamatorias. No modelo de
carcinoma mamario inflamatério murino 4T1, P1G10 promoveu modulacdo do
processo inflamatdrio tumoral, com reducédo nos niveis de IL-6, MCP-1 e KC/CXCL1
(BRAGA, 2013). Albuquerque e colaboradores (2020) mostraram que P1G10 reduz
os niveis de TNFa e MCP-1 (CCL-2), em modelo murino de colite induzida por TNBS,
mediadores estes reconhecidos, também, por contribuirem para o estabelecimento e
manutengdo da DNPIQ (WANG e LEHKY, 2012).



64

Em modelos de nocicepg¢do por constricdo crénica do nervo ciatico, foram
constatados efeitos benéficos da bromelina (mistura de cisteino proteases derivadas
do abacaxi), que incluiu a reversao da hiperalgesia térmica decorrente da constricdo
nervosa (BAKARE e OWOYELE, 2020). A bromelina também mostrou potencial efeito
em outros modelos inflamatorios. Em ensaio in vitro, realizado com biépsias do célon
de pacientes com colite ulcerativa, o tratamento com a bromelina foi capaz de reduzir,
de forma significativa, niveis de citocinas e quimiocinas pré inflamatorias (ONKEN et
al., 2008). Um dos mecanismos propostos para a acdo anti-inflamatéria da bromelina
se refere a sua capacidade de remover moléculas da superficie celular, algumas das
guais, como CD128, que constituem o receptor para IL-8, quimiocina que regula a
atividade de neutrofilos e a quimiotaxia para sitios inflamatorios. Sabidamente, como
consequéncia da inibicdo da migracdo de neutrdéfilos, h4 uma diminuicdo da resposta
inflamatoria aguda (FITZHUGH et al., 2008). A atividade anti-inflamatéria de P1G10,
também, é associada a reducdo da atividade de MPO em modelo de colite, o que
sugere uma menor presenca ou uma menor ativacao de neutréfilos nessa condicao
(ALBUQUERQUE et al., 2020).

Assim como P1G10, a bromelina constitui-se de um concentrado de enzimas
proteoliticas, principalmente cisteino proteinases (HALE et al., 2005). Dadas as
semelhancas bioquimicas e farmacoldgicas entre essas e, principalmente, em relacéo
a sua atividade anti-inflamatoria, sugerimos que essas enzimas vegetais compartilhem
propriedades farmacol6gicas que possam ser usadas como alternativas para tratar os
sintomas associados ao tratamento antineoplasico, como a DNPIQ demonstrada
neste trabalho.

Quimioterapicos, como os taxanos, também sao reconhecidos por induzir a
regulacéo positiva de metaloproteinases de matriz extracelular (MMPs) em estruturas
como 0os GRD e os nervos periféricos (KAWASAKI et al., 2008). Em revisdo sobre
possiveis mecanismos subjacentes a DNPIQ, Wang e Lehky (2012) discutem o papel
das MMPs na patogénese da neuropatia, que inclui a capacidade de degradacédo da
barreira sangue nervo, a degradacao da bainha de mielina e a inducao de migracéao,
infiltracdo e ativacdo de células inflamatorias nos GRD e nervos periféricos. As
citocinas liberadas pelas células inflamatérias induzem hipersensibilidade dos nervos
periféricos contribuindo para o quadro doloroso (KAWASAKI et al., 2008). A fracédo
proteolitica P1G10, em modelo murino de leséo induzida por radiagdo UVB, mostrou,

além de atividade anti-inflamatoria e antioxidante, a capacidade de inibicdo da
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metaloproteinase 9 da matriz (MMP-9). A presenca de P1G10 0,1% ou 1% em
amostras de pele, 24 horas apos irradiacdo UVB, foi capaz de reverter o aumento da
atividade de MMP-9 (p < 0,05) a niveis proximos do basal (FREITAS et al., 2019).
Essa capacidade de inibicdo de MMP poderia ser outro mecanismo pelo qual P1G10
€ capaz de reduzir a nocicepg¢do decorrente do uso do PTX, tendo em vista a
participacdo destas proteases na inducéo da dor.

Em uma segunda etapa deste trabalho, foram realizadas avaliacdes
histolégicas de estruturas nervosas envolvidas na nocicep¢do, como os ganglios da
raiz dorsal (GRD) da medula e os nervos ciéticos (NC) dos animais submetidos aos
diferentes tratamentos, para investigar possiveis alteracdes patologicas envolvidas na
neuropatia periférica dolorosa induzida pelo PTX e o envolvimento de P1G10 na
protecdo ou recuperacdo destes tecidos. Ha evidéncias na literatura de que os
farmacos quimioterapicos danificam diretamente a estrutura das células dos GRD e
dos nervos periféricos. A administracdo intravenosa de PTX parece regular
positivamente o marcador de lesdo nervosa ATF3 (fator de ativacéo de transcricéo 3),
induzido por estimulos de estresse e danos celulares, nos neurdnios do GRD, e causar
alteracdes morfoldgicas nas células satélites que circundam os neurbnios sensoriais
dos GRD (PETERS et al., 2007). O principal mecanismo de ac&o do PTX consiste na
sua ligacdo aos microtubulos, seguida de sua estabilizacdo, 0 que por sua vez
interfere no transporte intracelular e axonal dependente de microtubulos. Assim, os
taxanos, por meio da agregacao de microtubulos intracelulares, afetam nédo apenas o
corpo de neurdnios sensoriais, mas também os axoénios periféricos (ARGYRIOU et al.,
2012).

Examinamos as estruturas (neurénios e células periféricas no GRD e NC) em
dois pontos chave no curso do tempo das medidas de comportamento, ap4s o inicio
do tratamento com PTX: (a) 12° dia, pico da dor e (b) 18 dias, na possivel estabilizacdo
do comportamento doloroso. No entanto, nossos resultados ndo sustentam a hip6tese
de que a neuropatia periférica dolorosa induzida pelo PTX esteja relacionada a
degeneracédo axonal ou as alteracdes morfolégicas nas estruturas periféricas, uma
vez que ndo foram observadas alteracdes histopatoldgicas ou sinais de lesédo neuronal
(degeneracao hidropica) nos animais tratados com PTX, para o esquema de
administracdo do quimioterapico estabelecido neste protocolo - 4 doses de 8 mg/Kg
(dose cumulativa de 32 mg/kg). Tampouco foram observadas diferencas significativas

entre as areas dos nervos ciaticos dos diferentes grupos de tratamento.
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Modelos de neuropatia induzida por PTX em roedores, revelam graus variados
de degeneracdo axonal dependente da dose e do cronograma de tratamento. Melli e
colaboradores (2006) mostraram que, para esquema de 25 mg/kg a cada dois dias,
para um total de 3 doses (dose cumulativa de 75 mg/kg), ocorre degeneracéo axonal
distal nos coxins plantares, todavia sem efeitos degenerativos no NC dos
camundongos tratados por PTX, sugerindo que o farmaco cause uma axonopatia
distal. Em protocolo com ratos, de 2 mg/kg de PTX, por quatro dias alternados (dose
cumulativa de 8 mg/kg), mitocondrias aumentadas e vacuolizadas foram observadas,
sem qualquer outra degeneracao relatada (FLATTERS e BENNETT, 2006). J& em
altas doses (60 mg/kg, 3 vezes/semana, dose cumulativa de 180 mg/kg), PTX foi
capaz de causar grave degeneracdo nos axénios dos camundongos (WANG et al.,
2002). Estudo mais recente, que investigou os efeitos do PTX (30 mg/kg 3
vezes/semana por 2 semanas, dose cumulativa de 180 mg/kg) nos ramos centrais dos
axbnios sensoriais dos GRD, revelou que, nas medulas espinhais de camundongos,
0s axoOnios degenerados estavam presentes nas colunas dorsais, onde 0s ramos
centrais dos axbnios GRD sobem rostralmente. Também, foram observadas
alteracdes nos nervos periféricos (NC), entretanto, as fibras mielinicas degeneradas
estiveram presentes em numeros, significativamente, maiores em segmentos distais
do que em segmentos proximais, indicando que esse modelo exibe o padrdo de
degeneracéao distal-proximal, como o observado em disturbios nervosos periféricos
humanos (TASNIM et al., 2016).

Assim como evidenciado no presente estudo, Tasnim e colaboradores (2016)
nao observaram sinais de degeneracao nos corpos celulares neuronais sensitivos
localizados no GRD, para esquema de administracdo de dose cumulativa de 180
mg/kg, dose essa, muito maior que a investigada no nosso protocolo de estudo (32
mg/kg). Em contrapartida, alteragcbes como, perfis de mielina degenerada foram
encontrados em todas as areas transversais dos NC, tanto na regiao proximal, quanto
distal, o que ndo corrobora os dados encontrados no nosso estudo. Assim, tendo em
vista que apenas em doses moderadamente altas do quimioterapico foram
evidenciadas alteracGes patolégicas periféricas, é possivel que o esquema de
administracdo do quimioterapico utilizado neste protocolo ndo tenha sido suficiente
para manifestacdo desses sinais degenerativos.

Em estudo experimental com ratos, Jin e colaboradores (2016), também né&o

observaram dano no NC nos animais tratados com PTX em comparagdo ao dano
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presente no grupo diabetes induzida por estreptozotocina, que manifesta neuropatia
diabética. Embora o padrdo de manifestacdes sensoriais das diferentes neuropatias,
como dor ou dorméncia possa ser semelhante, existem diferencas quanto aos
mecanismos patogénicos, grau de danos as fibras nervosas, caracteristicas
patolégicas e gravidade ou caracteristicas dos sintomas, o que dificulta o
estabelecimento de um paradigma simplificado de patogénese e de mecanismos que
se apliquem a todos os diferentes tipos de NP.

No protocolo de neuropatia induzida pelo quimioterapico PTX, estabelecido
neste trabalho, observou-se uma tendéncia a diminuigéo da populagéo celular do GRD
nas analises histoldgicas, por coloracdo HE, podendo sinalizar neurotoxicidade
referente ao uso do farmaco. Esse achado foi mais evidente no periodo de 18 dias
apos o inicio do tratamento, tanto no niumero de neurdnios (que se apresentou no
limite da significAncia) como no de células satélites nos GRD dos animais que
receberam PTX em comparacdo ao grupo controle. Uma diminuicdo, também, foi
percebida quando comparados 0s grupos de animais que receberam apenas PTX com
agueles que receberam PTX juntamente a P1G10. Diante desses resultados, pode-se
inferir que o quimioterapico seja téxico as células do GRD e que a fracdo atenue esse
efeito deletério.

Como descrito em revisao realizada por Areti e colaboradores (2014), um dos
mecanismos sugeridos para a neurotoxicidade causada pelos taxanos é devido ao
seu acumulo no SNP, principalmente no GRD, o que aumenta a producao de espécies
reativas de oxigénio. E sabido que os nervos de mamiferos sdo mais suscetiveis ao
estresse oxidativo devido ao seu alto teor de fosfolipidios, por ter um axoplasma rico
em mitocondrias e por sua defesa antioxidante celular fraca. O estresse oxidativo
gerado pode causar danos fisicos aos neurénios, incluindo a apoptose celular. A
apoptose induzida por PTX ocorre devido, principalmente, a liberacdo do citocromo ¢
(Cyt c) e a desregulacdo do Ca?* através da abertura do poro de permeabilidade
transitoria mitocondrial (MPTP) das mitocondrias.

Portanto, ha evidéncias de que o mecanismo de desenvolvimento da DNPIQ
esteja relacionado ao dano mitocondrial e a um quadro de estresse oxidativo. Freitas
e colaboradores (2019), em modelo murino de lesGes cutaneas induzidas por UVB,
mostraram que P1G10, além de promover efeitos anti-inflamatorios, apresentou uma
atividade antioxidante no modelo em questdo. A fracdo proteolitica foi capaz de

eliminar espécies reativas de oxigénio (ROS), de forma concentracdo dependente,
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sendo essa acdo comprovada pela mensuragao da captura de radicais livres. De
forma semelhante, a papaina, fracdo proteolitica da C. papaya, € reconhecida por
exibir consideravel acdo antioxidante e inibir a peroxidacéo lipidica (MANOSROI et.
al, 2014). Dessa maneira, é possivel que P1G10 por meio de sua a¢ado antioxidante
contribua para a reversao/atenuagcao do quadro de estresse oxidativo promovido pelo
uso do quimioterapico PTX e como consequéncia, reduza sua citotoxicidade.
Entretanto, para uma conclusao definitiva, ensaios mais robustos focados na acéo de
P1G10 em modelo de DNPIQ sao necessarios.

Embora uma tendéncia a reducdo da populacdo celular do GRD tenha sido
observada com 18 dias de tratamento, esse padrdo ndo foi evidenciado de forma
analoga para o periodo de 12 dias, que caracterizaria o pico da DNP. Como
evidenciado pelo teste comportamental escolhido para este estudo, no 12° ja ha uma
neuropatia instalada por PTX. Dessa forma, esperava-se encontrar alteracoes
patoldégicas condizentes com as altera¢cdes comportamentais. Sabendo que existe um
intervalo de tempo entre a perda funcional e as alteracfes patoldgicas para essa
condicdo (BEISWENGER; CALCUTT; MIZISIN, 2008), € possivel que, no 12° dia,
ainda nao estejam estabelecidas alteracdes patoldgicas consistentes nesses tecidos.

Houve limitagdes no presente estudo devido as alteracbes no cronograma,
decorrentes das restricdes impostas pela pandemia do COVID- 19. Foram realizados
testes comportamentais e analises histopatoldgicas, entretanto testes mais
detalhados sdo necessarios para uma melhor caracterizacao da fisiopatologia da
DNPIQ e do mecanismo de acdo de P1G10. Acredita-se que haja uma correlagao
entre nocicepcao e reatividade do GRD. Em modelo de dor pés-cirurgica (cirurgia na
pata), Romero e colaboradores (2012) identificaram aumento da expressao de
indicadores de ativacdo neuronal, como c-Fos, no GRD dos camundongos operados
0 que suporta a hipotese de que o GRD tenha um papel importante no
desenvolvimento e manutencao da hipersensibilidade a dor nessa condicédo. Assim, a
expressdo de c-Fos poderia ser um marcador molecular precoce envolvido na
nocicepcao a ser investigado, por meio de imunohistoquimica do GRD, no modelo de
DNPIQ do presente estudo. Outra possibilidade seria a investigacdo de
imunorreatividade de citocinas e quimiocinas inflamatorias, como MCP-1/CCL2, nos
GRD dos animais submetidos aos diferentes tratamentos, como avaliado por Zhang
et al. (2013) em modelo de DNP induzida por PTX. Além disso, vale ressaltar que os

resultados do presente estudo revelam o papel profilatico/protetor de P1G10 na DNP
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induzida por PTX, sendo necesséaria a investigagdo de sua acdo uma vez ja
estabelecida a DNPIQ.

Apesar de suas limitacdes, este trabalho representa um estudo inicial que visa
demonstrar o papel antinociceptivo de P1G10 em somatorio aos seus ja descritos
efeitos antitumoral e antimetastatico, tornando-a uma potente ferramenta de uso no
contexto de terapia adjuvante no tratamento oncoldgico. Portanto, com base no
paradigma experimental utilizado neste estudo, uma investigacdo mais detalhada
sobre possiveis mediadores envolvidos na nocicep¢do, como citocinas e quimiocinas

inflamatérias, assim como espécies reativas de oxigénio, deve ser realizada.
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7. CONCLUSAO

O presente estudo mostrou que P1G10, na menor dose estudada (1 mg/kg),
possui efeito antinociceptivo frente a nocicep¢ao induzida pelo quimioterapico PTX
(alodinia fria). Esse efeito pode, em parte, ser decorrente da neuroprotecéao, em nivel
periférico, sugerida em tempos mais prolongados de tratamento com a fracdo P1G10
(Figura 17).

Figura 17. Representacdo esquematica dos efeitos de P1G10 sobre a DNP induzida por paclitaxel.

P1G10
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Dias1a18
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P1G10 \
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V. cundinamarcensis

Nocicepgao
induzida por PTX
(alodinia ao frio)

Diminuigao da
populagao
celular do GRD

A nocicepcéo e a diminui¢do da populacéo celular do ganglio da raiz dorsal da medula, induzidas por
PTX, foram atenuadas pela a¢édo de P1G10 (fracéo proteolitica do latex do fruto de V.
cundinamarcensis).
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APENDICES

APENDICE A- PERFIL CROMATOGRAFICO DO LATEX DE Vasconcellea
cundinamarcensis
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Perfil cromatografico do latex em resina Sephadex G-10. O latex de Vasconcellea
cundinamarcensis foi dissolvido em acetato de s6dio 1,0 M (pH 5,0) e aplicado em coluna contendo
resina Sephadex G-10. Foram determinados o perfil proteico (absorbancia a 280nm) e a atividade
amidasica com BAPNA. A partir da filtracdo G-10 do latex se obteve P1G10 e P2G10.



APENDICE B — RESULTADOS UTILIZADOS PARA A DEFINICAO DO
MODELO DE DOR NEUROPATICA PERIFERICA INDUZIDA POR
QUIMIOTERAPICO (DNPIQ).

TESTE HOT PLATE

Medidas descritivas das laténcias obtidas pelo teste Hot Plate

Veiculo PTX (salina) * PTX (8 mg/kg) *
Dias P2s Pso P7s P2s Pso P7s
0 9,62 10,83 11,86 9,65 10,77 14,52
7 7,96 9,68 1247 7,71 848 10,01
10 6,12 6,63 9,49 6,19 635 7,57
14 6,96 8,12 10,03 533 6,07 6,98
17 6,50 7,64 9,62 7,37 848 9,30
21 7,11 8,72 10,65 6,12 621 745
24 590 6,39 9,01 6,19 6,34 7,02

* Interquartis (de acordo com o teste de Anderson Darling, os dados n&o seguem a

distribuicdo Gaussiana).
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Laténcias obtidas durante a aplicacéo do teste Hot Plate. Animais BALB/c fémeas (n= 8 animais)
foram divididos entre os grupos veiculo de PTX (salina) e PTX (8 mg/kg/dia, por 4 dias, i.p.). Foram
realizadas medidas de nocicepcao antes da primeira injecdo de PTX, para caracterizacdo da resposta
basal e nos 7°, 10°, 14°, 17°, 21°, e 24° dias ap0s o primeiro tratamento. (A) Distribuicdo dos dados
das laténcias para os diferentes tratamentos. S&o representados os valores medianos e o intervalo
interquartil (B) Medianas das laténcias ao longo do tempo (Friedman, pos-teste LSD).

TESTE COLD PLATE

Medidas descritivas das laténcias obtidas pelo teste Cold Plate

Dias Veiculo PTX (salina) * PTX (8 mg/kg) *
0 19,73 £ 0,34 22,46 + 1,36
7 17,74 £ 0,41 19,91 + 2,55
10 19,04 £ 0,74 11,70+ 1,35
14 17,84 + 1,06 15,18 + 1,60
17 15,26 + 1,66 14,71 + 2,48
21 25,07 £ 1,60 17,07 + 1,13
24 13,53 +1,28 12,59 + 0,93

* média e erro padrdo da média



86

[>]
[=]

35+
— 354 -#-- Veiculo PTX
< 301 -
2 - - L 3] = PTX (8 mgikg)
g 25 g
g D g 259 4
. # * Ea
2045 : o .
8 15 & S 45 PR R
o 5 ] %
3 10+ - 5 104
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T .
QA KIURS ¢\:\q}' QA IS ‘\t\‘\?‘ Dias 0 7 10 14 17 21 24 Dias
Veiculo PTX PTX (8 mg/kg)
(salina)

Laténcias obtidas durante a aplicacéo do teste Cold Plate. Animais BALB/c fémeas (n= 8 animais)
foram divididos entre os grupos veiculo de PTX (salina) e PTX (8 mg/kg/dia, por 4 dias, i.p.). Foram
realizadas medidas de nocicep¢ao antes da primeira injecdo de PTX, para caracterizacdo da resposta
basal e nos 7°, 10°, 14°, 17°, 21°, e 24° dias ap0s o primeiro tratamento. (A) Distribuicdo dos dados
das laténcias para os diferentes tratamentos (*dia 21 vs dia 17; #dia 21 vs dia 24, p < 0,05; *** dia 0 vs
dias 10, p < 0,001, *17, p < 0,05 e **24, p < 0,01; ANOVA fatorial). (B) Médias das laténcias ao longo
do tempo. Sao mostradas diferencas estatisticamente significativas (Veiculo PTX (salina) vs PTX (8
mg/kg) * Lp< 0,05, ANOVA fatorial, pos-teste Tukey).
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APENDICE C - DADOS REPRESENTATIVOS DA DISTRIBUICAO DOS ANIMAIS

SUBMETIDOS AO COLD PLATE SOB EFEITO DE PACLITAXEL (PTX) AO
LONGO DO TEMPO

Laténcias de resposta obtidas no teste Cold Plate sob efeito de PTX

Dias Veiculo PTX (salina)* PTX (8 mg/kg) *
0 22,61+£0,81 23,78 £ 0,85
6 22,78 £ 1,75 18,29 +1,28
8 23,70 £ 1,70 17,31 £ 0,45
10 23,95 +1,86 19,34 +1,21
12 24,58 + 1,23 18,99 + 2,38
14 26,00 £ 1,94 17,49 +1,25
16 22,79 £1,37 18,93 +1,76
18 24,38 £ 1,56 16,68 + 0,83

* média e erro padrdo da média

Laténcia de resposta (s)
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Distribuicdo dos dados do teste Cold Plate. Animais BALB/c fémeas (n= 14 animais) foram divididos
entre os grupos veiculo de PTX (salina) e PTX (8 mg/kg/dia, por 4 dias, i.p.). Foram realizadas medidas
de nocicepc¢édo antes da primeira injecdo de PTX, para caracterizacdo da resposta basal e nos 6°, 8°,
10°, 12°, 14°, 16° e 18° dias ap0s o primeiro tratamento (ANOVA fatorial).



APENDICE D — DADOS REPRESENTATIVOS DA DISTRIBUICAO DOS ANIMAIS

SUBMETIDOS AO TESTE COLD PLATE SOB EFEITO DE P1G10

Laténcias de resposta obtidas no teste Cold Plate sob efeito de PTX e/ou P1G10

(5mg/kg)
Veiculo (PTX) * | PTX (8 mg/kg) * | Veiculo (PTX) * PTX (8mg/kg) *
Dias + Veiculo + Veiculo + P1G10 + P1G10 (5mg/kg)
(P1G10) (P1G10) (5mg/kg)
0 24,30 £ 1,75 26,05 + 1,33 20,90 + 1,38 22,76 £1,74
6 24,94 +1,84 15,51 + 0,79 22,32 +£1,12 17,07 £ 0,46
8 22,68 £ 1,16 17,00 + 1,44 15,67 +1,31 19,81 +1,82
10 21,40 £ 2,53 17,00 + 0,89 15,61 + 0,86 19,78 £1,76
12 22,58 + 1,46 18,55 + 2,01 16,28 + 1,26 20,63 £ 2,09
14 20,92 £ 1,39 15,27 + 0,95 14,69 + 1,62 18,81 +1,31
16 23,14 +£1,82 18,09 + 1,04 16,02 + 1,41 19,58 + 1,28
18 18,76 £ 1,24 14,96 + 0,62 15,38 + 0,64 16,39 + 1,38

* média e erro padrdo da média
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Distribuicdo dos dados e comparacdo das médias ao longo do tempo. Animais BALB/c fémeas

(n= 29 animais) foram divididos nos grupos veiculo de PTX (salina) + veiculo de P1G10 (salina), PTX
(8 mg/kg) + veiculo (P1G10), veiculo (PTX) + P1G10 (5 mg/kg) e PTX (8 mg/kg) + P1LG10 (5mg/kg).

Foram realizadas medidas de nocicepcdo antes da primeira injecdo de PTX, para caracterizagdo da

resposta basal, e nos 6°, 8°, 10°, 12°, 14°, 16° e 18° dias apds o primeiro tratamento. O tratamento com

P1G10 teve inicio juntamente com a administracdo de PTX e foi realizado diariamente. Letras: (a) dia
0 vs dias 6,14 e 18 (p < 0,01); (b) dia 6 vs dia 14 (p < 0,01); ANOVA fatorial.
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Laténcias de resposta obtidas no teste Cold Plate sob efeito de PTX e/ou
P1G10 (3 mg/kg)

Veiculo (PTX) * | PTX (8 mg/kg) * | Veiculo (PTX) * PTX (8mg/kg) *
Dias + Veiculo + Veiculo + P1G10 + P1G10 (3mg/kg)
(P1G10) (P1G10) (3mg/kg)
0 23,79 + 3,38 21,67 £1,91 23,26 1,76 2493 +1,52
6 24,42 + 3,02 1750 £1,17 23,44 +1,40 21,85+ 1,47
8 25,43 +1.81 18,27 £ 1,05 23,20 £ 1,62 23,65+ 2,01
10 27,14 + 2,40 16,41 + 1,06 20,22 +1,31 20,94 + 1,36
12 24,61 + 1,56 12,91 £0,74 18,03 £1,05 17,65 £ 1,94
14 22,63 +251 14,89 + 0,99 20,18 + 1,03 18,13 +1,28
16 21,61 + 3,27 18,05+ 1,85 19,07 £1,71 19,72 +£2,12
18 20,13 £ 4,00 1590+1,61 18,27 £ 0,91 16,12 + 0,98
* média e erro padrdo da média
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Distribuicdo dos dados e comparagao das médias ao longo do tempo. Animais BALB/c fémeas
(n=20 animais) foram divididos entre os grupos, veiculo PTX (salina) + veiculo P1G10 (salina), PTX (8
mg/kg) + veiculo (P1G10), veiculo (PTX) + P1G10 (3 mg/kg) e PTX (8 mg/kg) + P1G10 (3 mg/kg).
Foram realizadas medidas de nocicepgéo antes da primeira injecdo de PTX, para caracterizagao da
resposta basal, e nos 6°, 8°, 10°, 12°, 14°, 16° e 18° dias apés o primeiro tratamento. O tratamento com
P1G10 teve inicio juntamente com a administracédo de PTX e foi realizado diariamente. Letras: (a) dia
0 vs dia 12 (p < 0,05); ANOVA fatorial.



Laténcias de resposta obtidas no teste Cold Plate sob efeito de PTX e/ou P1G10

(2 mg/kg)
Veiculo (PTX) * | PTX (8 mg/kg) * | Veiculo (PTX) * PTX (8mg/kg) *
Dias + Veiculo + Veiculo +P1G10 + P1G10 (1mg/kg)
(P1G10) (P1G10) (1mg/kg)
0 25,93 £0,53 30,61 +£1,13 28,43 +1,41 28,13 +£1,59
6 25,38 £0,72 19,86 + 0,95 22,60 + 1,53 25,07 £ 1,47
8 2569+1,12 19,27 +1,35 23,28 +1,49 2490 £ 1,33
10 26,73 £ 0,59 17,20 £ 0,95 2293 +1,28 2405+1,12
12 25,34 £ 0,59 16,64 + 0,74 23,61+1,34 22,55 +0,70
14 24,85 +1,12 15,42 + 0,87 24,30 £ 0,95 23,93 +0,98
16 22,65 +0,76 16,72 +1,19 22,30 £ 0,76 22,63 £1,39
18 22,50 £ 0,90 18,13 + 0,65 21,48 £0,98 21,80 £0,78

* média e erro padrdo da média
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Distribuicdo dos dados e comparagcao das médias ao longo do tempo. Animais BALB/c fémeas
(n=26 animais) foram divididos entre os grupos: veiculo PTX (salina) + veiculo P1G10 (salina), PTX (8
mg/kg) + veiculo (P1G10), veiculo (PTX) + P1G10 (1 mg/kg) e PTX (8 mg/kg) + P1G10 (1 mg/kg).
Foram realizadas medidas de nocicep¢éo antes da primeira injecdo de PTX, para caracterizagdo da
resposta basal, e nos 6°, 8°, 10°, 12°, 14°, 16° e 18° dias ap0ds o primeiro tratamento. O tratamento com
P1G10 teve inicio juntamente com a administracdo de PTX e foi realizado diariamente. Letras: (a) dia
0 vs dias 6, 8, 10, 12, 14, 16 e 18, (p < 0,001); (b) dia 0 vs dia 16 (p < 0,05) (c) dia O vs dia 18 (p <
0,01). (d) dia 0 vs dia 18 (p < 0,05); ANOVA fatorial.
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APENDICE E — TABELAS REPRESENTATIVAS DOS DADOS DA POPULACAO
CELULAR DOS ANIMAIS SUBMETIDOS AO TESTE COLD PLATE NOS 12° E 18°
DIAS DE TRATAMENTO COM PTX E/ OU P1G10

Numero de neurdnios e células periféricas totais no ganglio da raiz dorsal da
medula (GRD).

Neurénios totais
Veiculo (PTX) * | PTX (8 mg/kg) * | Veiculo (PTX) * PTX (8mg/kg) *
Dias + Veiculo + Veiculo + P1G10 + P1G10 (1mg/kg)
(P1G10) (P1G10) (Amg/Kg)
12 133,0 106,0 105,0 136,0
18 99,0 74,5 99,0 113,0
* mediana

Células periféricas totais
Dias Veiculo (PTX) * | PTX (8 mg/kg) * | Veiculo (PTX) * PTX (8mg/kg) *
+ Veiculo + Veiculo + P1G10 + P1G10 (1mg/kg)
(P1G10) (P1G10) (Img/kg)
12 298,0 180,0 261,0 290,5
18 407,0 305,0 373,0 377,0

* mediana
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APENDICE F — RESULTADO DO PESO DOS ANIMAIS SUBMETIDOS AO TESTE
COLD PLATE
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Peso corporal dos animais obtido durante a realizacdo do teste Cold Plate. Animais BALB/c
fémeas (n= 25 animais) foram divididos em 4 grupos. Os tratamentos diarios com PTX ou veiculo (4
dias) e P1G10 ou veiculo (12 dias) tiveram inicio no 1° dia experimental. As medidas do peso corporal
foram realizadas por 12 dias consecutivos. Diferencas estatisticamente significativas: Veiculo PTX
(salina) + Veiculo P1G10 (salina) vs Veiculo PTX (salina) + P1G10 (1 mg/kg) p < 0,01; PTX (8 mg/kg)
+ Veiculo P1G10 (salina) vs Veiculo PTX (salina) + P1G10 (1 mg/kg) *°p <0,01; PTX (8 mg/kg) + P1G10
(1 mg/kg) vs Veiculo PTX (salina) + P1G10 (1 mg/kg) “p < 0,01. (ANOVA fatorial, pés-teste Tukey).



