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A oxaliplatina é um agente antineoplasico amplamente utilizado no tratamento do
cancer colorretal, porém apresenta um efeito adverso dose-limitante que é a
neurotoxicidade aguda e crénica, incluindo alodinia e hipersensibilidade mecénica e
ao frio. Nao existem farmacos eficazes no manejo tanto do efeito neurotéxico agudo
como cronico, e medicacdes atenuantes tém sido usadas como a gababentina,
pregabalina e duloxetina. O composto N-fenilbenzosulfonamida-4-[(Z)-(3-benzil-
2,4-dioxo-1,3-tiazolidin-5-ilideno)metil] (E1) diminuiu a hipersensibilidade aguda
ao frio induzida pela oxaliplatina com inibi¢&o de 98 + 2% na dose de 1mg/kg sendo
revertido pelo antagonista PPARy GW9662. E1 diminuiu a hipersensibilidade
cronica mecanica e ao frio induzida pela oxaliplatina. Na hipersensibilidade ao frio,
o percentual de inibigdo da glitazona concomitante foi de 69 + 1% e o de E1 ao final
da oxaliplatina foi de 36 + 1% durante o periodo de 21 dias. Na hipersensibilidade
mecanica, o percentual de inibicdo de E1 concomitante foi de 78 + 0,23% e de E1 ao
final da quimioterapia foi de 31 + 0,2% durante o periodo de 21 dias. Os niveis de
interleucina 1 e TNF na medula espinhal foram reduzidos pelo E1. N&o foi
observada interferéncia da glitazona sobre a atividade locomotora. O composto
aumentou a atividade da catalase no nervo ciatico, pata, cortex cerebral e figado.
N&o houve alteracdo significativa da glicose, lipideos, fungdo renal e hepéatica bem
como no indice de viabilidade celular sugerindo auséncia de toxicidade. E1 ndo
alterou o peso do figado, pulmdes, baco, rins e coragdo, tampouco aumentou o peso
corporal. E1 mostrou-se menos adipogénica que a rosiglitazona. A acdo do
composto via receptor PPARYy foi confirmada pelo teste da atividade da luciferase do
gene reporter GALAPPARY como um agente agonista parcial. Os resultados obtidos
evidenciaram reducdo da hipersensibilidade aguda e crbnica induzida pela
oxaliplatina através da via PPARy, com incremento da atividade da catalase e baixo
perfil toxicoldgico. Essa nova glitazona paarece ser uma promissora ferramenta
farmacoldgica no tratamento da neurotoxicidade induzida pela oxaliplatina em
pacientes portadores de cancer.

Palavras-chave: Oxaliplatina. Glitazonas. Neurotoxicidade.
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Oxaliplatin is an antineoplastic agent that is widely used in the treatment of
colorectal cancer, but it has a dose-limiting adverse effect; acute and chronic
neurotoxicity, including allodynia and mechanical and cold hypersensitivity. There
are no effective drugs in the management of both acute and chronic neurotoxic
effects, and attenuating medications have been used such as gabapentin, pregabalin,
and duloxetine. The compound N-phenylbenzenesulfonamidae-4 - [(Z) - (3-benzyl-
2,4-dioxo-1,3-thiazolidin-5-ilidene)  methyl] (E1) decreased acute cold
hypersensitivity induced by oxaliplatin with inhibition of 98 + 2% in the dose of 1
mg/kg, being reversed by the PPARy antagonist GW9662. E1 decreased chronic
mechanical and cold hypersensitivity induced by oxaliplatin. In cold
hypersensitivity, the inhibition of concomitant E1 was 69 + 1% and that of E1 at the
end of oxaliplatin, it was 36 + 1% over the 21-day period. In mechanical
hypersensitivity, the inhibition of concomitant E1 was 78 + 0.23% and E1 at the end
of chemotherapy, it was 31 + 0.2% over the 21-day period. The levels of interleukin-
1B and TNF in the spinal cord were reduced by E1. No interference of locomotor
activity was observed. The compound increased the activity of catalase in the sciatic
nerve, paw, cerebral cortex and liver. There was no significant change in glucose,
lipids, renal and hepatic markers, as well as in cell viability suggesting lack of
toxicity. E1 did not change the weight of the liver, lungs, spleen, kidneys and heart
and did not increase the body weight. E1 was shown to be less adipogenic than
rosiglitazone. The action of the compound via the PPARy receptor was confirmed
by the luciferase activity test of the GAL4PPARY reporter gene as a partial agonist.
The results demonstrated reduction of acute and chronic hypersensitivity induced by
oxaliplatin through the PPARy pathway, with increased catalase activity and low



toxicological profile. This new glitazone seems to be a promisor pharmacological
tool to treat neurotoxicity induced by oxaliplatin in patients who suffer with cancer.

Keywords: Oxaliplatin. Glitazones. Neurotoxicity.



Figural
Figura 2

Figura 3
Figura 4
Figura

Figura 6

Figura 7
Figura 8

Figura 9
Figura 10

Figura 11

Figura 12

Figura 13

Figura 14
Figura 15

Figura 16

LISTA DE FIGURAS

Tipos de fibras nervosas sensoriais.

Alteraces periféricas e centrais induzidas por lesdo
neural ou neuropatia periférica.

Toxicidade mitocondrial na dor neuropatica.

Mecanismos de dor neuropatica periférica induzida
por quimioterapia.

Mecanismos de dor neuropatica periférica induzida
por quimioterapicos.

Estrutura quimica da oxaliplatina segundo IUPAC.
Ativagdo de PPAR e efeitos bioldgicos.
Estrutura quimica do anel tiazolidinediona.

Férmulas quimicas das TZDs mais comuns.

Estrutura quimica da N-fenilbenzosulfonamida-4-
[(2)-(3-benzil-2,4-dioxo-1,3-tiazolidin-5-
ilideno)metil].

Efeito sisttmico do composto E1 e pioglitazona na
hipersensibilidade aguda ao frio induzida pela
oxaliplatina.

Efeito da glitazona E1 em trés diferentes dosagens na
hipersensibilidade ao frio induzida pela oxaliplatina.
Efeito da glitazona E1 e do antagonista PPARy
GW9662 na hipersensibilidade aguda ao frio
induzida pela oxaliplatina.

Efeito da glitazona E1 na viabilidade de células
HelLa.

Experimento da atividade da luciferase com gene
reporter GAL4PPAR da glitazona E1.

Efeitos da glitazona concomitante e ao final da
injecdo da  oxaliplatina no  modelo  de
hipersensibilidade crénica ao frio induzida pela

34
36

42

48

51

52
66
67
68
75

87

88

89

90

91

93



Figura 17

Figura 18

Figura 19

Figura 20

Figura 21
Figura 22
Figura 23
Figura 24

Figura 25

Figura 26

Figura 27

Figura 28

Figura 29

oxaliplatina.

Efeitos da glitazona concomitante e ao final da
injecdlo da  oxaliplatina  no  modelo de
hipersensibilidade crénica ao calor induzida pela
oxaliplatina.

Efeitos da glitazona concomitante e ao final da
injecdo da  oxaliplatina no  modelo  de
hipersensibilidade cronica mecénica induzida pela
oxaliplatina.

Efeito da glitazona E1 sobre a atividade locomotora
no modelo de hipersensibilidade cronica induzida
pela oxaliplatina.

Efeito da glitazona E1 nos niveis de TNF e IL-1p na
medula espinhal de camundongos no modelo de
hipersensibilidade cronica da oxaliplatina.

Efeito da glitazona E1 nos niveis de TNF-1f em
cortex cerebral.

Efeito da glitazona E1 na atividade da catalase em
nervo ciatico e pata de camundongos.

Efeito da atividade da catalase em cortex cerebral e
medula espinhal de camundongos.

Efeito da glitazona E1 na atividade de catalase no
figado de camundongos.

Efeito da glitazona E1 e sulfassalazina na
hipersensibilidade aguda ao frio induzida pela
oxaliplatina.

Niveis de BH4 na urina de camundongos do
experimento  de hipersensibilidade aguda da
oxaliplatina.

Mensuragbes das transaminases, colesterol total,
triglicerideos, creatinina e glicemia nos grupos de
camundongos.

Evolucédo do peso corporal dos camundongos tratados
com a glitazona e submetidos ao modelo de
neurotoxicidade induzida pela oxaliplatina.

Andlise histopatolégica pela coloracdo H.E. do
figado de camundongos.

97

98

99

100

101

102

103

105

106

109



Figura 30
Figura 31

Figura 32

Figura 33

Figura 34

Efeito da glitazona E1 na viabilidade de células 3T3-
L1

Avaliacdo da adipogénese da glitazona E1 em cultura
de células 3T3-L1.

Avaliacdo da adipogénese da glitazona E1 em cultura
de células 3T3-L1-fotodocumentacdo no aumento de
5x.

Avaliacéo da adipogénese da glitazona E1 em cultura
de células 3T3-L1-fotodocumentacdo no aumento de
10x.

Expressdo do gene Fabp4 da adipogénse em células
3T3-L1 tratadas com glitazona E1.

110

111

112

113

114






LISTA DE TABELAS

Tabelal Pesos absolutos e relativos dos orgdos de 107
camundongos.






LISTA DE SIGLAS

ALT — Alanina-aminotransferase

AST — Aspartato - aminotransferase

AMPc - Monofosfato Ciclico de Adenosina
ANOVA - Anélise de Variancia

ATP - Trifosfato de Adenosina

AUC - Area Under Curve (Area Sob a Curva)
AVE — Acidente Vascular Encefélico

BH4 - Tetrahidrobiopterina

BK — Bradicinina

BNDF — Fator Neurotréfico Derivado de Cérebro
BSA — Albumina de Soro Bovino

CA, - Canais de Calcio Dependentes de Voltagem
CCR2 — Receptor de Quimiocina Tipo 2

CDK — Quinases Dependentes de Ciclinas

CEUA — Comité de Etica no Uso de Animais
CGRP - Peptideo Relacionado ao Gene da Calcitonina
COMT - Catecol-O-Metiltransferase

COX:- Ciclooxigenase 2

CPM — Modulagéo de Dor Condicionada

CRT1/2 — Transportadores de Cobre

CX3CR1 — Receptor 1 da Quimiocina CX3C
EDTA — Acido Etilenodiaminotetracético

ELISA - Enzimoimunoensaio

EPM - Erro Padrdo da Média

ERK/MEK - Quinase Ativada por Sinal Extracelular
EROs — Espécies Reativas de Oxigénio

ERNs — Espécies Reativas de Nitrogénio

GABA - Acido y-aminobutirico

GCH1 — GTP Ciclohidroxilase 1

GFAP — Proteina Glial Fibrilar Acida

GIRK — Canais de Potéssio Corretores de Fluxo de Internalizagdo
GMPc — Guanosil Monofosfato Ciclico

GRD — Génglio da Raiz Dorsal

GTP — Guanosina Trifosfato



HCN — Canal Hiperpolarizado Ativado por Nucletideo Ciclico
HIV — Virus da Imunodeficiéncia Humana

HPV — Virus do Papiloma Humano

HT — Hidroxitriptamina

IASP - Associacao Internacional Para o Estudo da Dor
IENF — Fibras Nervosas Intraepidérmicas

IGF-1 — Fator de Crescimento Relacionado a Insulina tipo 1
K, - Canal de Potassio Ativado por Voltagem

L-THP — Levo-Tetrahidropalmatin

IL-1B - Interleucina 1 beta

IL-6 - Interleucina 6

iNOS - Oxido Nitrico Sintase Induzida

i.p. — Intraperitoneal

IUPAC — Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada
MAPK — Proteina Quinase Ativada por Mitégeno

MCR1- Receptor da Melanocortina 1

MMP - Metaloproteinases

MTT - Dimetilazol Difeniltetrazélico

Na, - Canal de Sddio Dependente de Voltagem

NADPH - Fosfato de Dinucleotideo de Nicotinamida e Adenina
NGF - Fator de Crescimento Neural

NMDA - N-metil de Aspartato

NO - Oxido Nitrico

NOS — Oxido Nitrico Sintase

OCT - Transportadores Organicos de Cations

OMS - Organizacdo Mundial de Salde

OPRML1 — Receptor de Opidide p 1

OXA - Oxaliplatina

PAR2 — Receptor 2 Ativado por Proteinase

P.X7R - Receptor Purinérgico,Xz

PBS - Salina Tampao Fosfato

PCR — Reacdo de Cadeia da Polimerase

PI3K — Fosfatidilinositol-3-quinase

PKC - Proteina Quinase C

PLA2 — Fosfolipase A2

PMSF — Fluoreto de Fenil-metano-sulfonil

PPARY — Receptor de Ativacdo da Proliferacdo de Peroxissomos gama



PPRE — Elemento de Resposta de PPAR

PTEN — Homologo da Tensina e Fosfatase

RNAmM — RNA mensageiro

RXR — Receptor Retindide X

SIDA - Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida

SNC - Sistema Nervoso Central

SNP - Sistema Nervoso Periférico

SP - Substéancia P

TDZ - Tiazolidinediona

TMB - Tetrametilbenzidina

TNF - Fator de Necrose Tumoral

TRP - Receptor de Potencial Transitério

TRPAL — Receptor de Potencial Transitério Ankirina Tipo 1
TRPMB8 — Receptor de Potencial Transitério Melastatin 8
TRPV1 - Receptor de Potencial Transitério Vanil6ide Tipo 1
TRESK — Canal de Potassio com Dominio de 2 Poros
TRAAK - Canal de Potéssio de Ativacdo Mecénica






SUMARIO

INTRODUGAO..........coiieieeieeee ettt 27
2 0BUIETIVOS......coieieeeeteeeeee ettt 29
2.1 ODBJELIVO GEIal: ..ocveiviieie et 29
2.2 Objetivos ESPECITICOS: ......civiiiiiieicieece s s 29
3 REVISAO DA LITERATURA . ....c.ooievceeeeeeeere e enesnsen s 31
A MATERIAL E METODOS.......coooiieeeeeeeve s ee s esesiess s, 77
B RESULTADOS......coiiieteieteeieeseeseesestesessses s asess s sesssnes 87
B DISCUSSAOQ......cooeieeeeeieeeeeieeesieee e es e s 115
7 CONCLUSAOQ. ......ocoeeieeeeeeeeeeees st s s, 133

REFERENCIAS.........coiiiiiieeeeieste e 135



26



27

1 INTRODUCAO

A oxaliplatina é um quimioterdpico amplamente utilizado no
tratamento do cancer de célon. A sua neurotoxicidade é o efeito adverso
mais comum e dose-limitante. Infusdes repetidas de oxaliplatina induzem,
em poucas horas a dias, severa neuropatia periférica aguda ou crénica em
aproximadamente 50% dos pacientes que recebem uma dose acumulada
maior que 1000 mg/m? (ZANARDELLI et al., 2014).

Compostos analgésicos comumente utilizados para tratar a dor
induzida por este quimioterapico, como anti-epiléticos e antidepressivos,
sdo pouco eficazes. A falha terapéutica destes medicamentos reflete a falta
de conhecimento sobre a base molecular da neuropatia induzida pela
oxaliplatina (CAVALLETTI et al., 2010).

Em um modelo animal de dor neuropéatica provocada pela
oxaliplatina foi identificado o estresse oxidativo como disfungéo
biomolecular principal (MANELLI et al., 2012). Essa hipdtese oxidativa foi
confirmada em cultura de astrécitos, um tipo de célula glial ativada in vitro
pelo tratamento com oxaliplatina. Como a oxaliplatina ndo possui atividade
oxidativa direta, parece que o desequilibrio oxidativo ocorre por meio de
um efeito mediado por células do sistema nervoso (MANELLI et al., 2013).

Apb6s tratamento com oxaliplatina, as mitocdndrias s&o
modificadas em sua morfologia e tém sua funcdo prejudicada (ZHENG et
al., 2011). Outra organela celular implicada no processo oxidativo é o
peroxissomo, pois nele ha tanto a presenca da catalase como oxidases, que
geram perdxido de hidrogénio, indicando seu envolvimento com espécies
reativas de oxigénio (EROs). O grande consumo de oxigénio pelos
peroxissomos, a demonstracao de producdo de EROs e espécies reativas de
nitrogénio (ERNs), bem como a descoberta de varias enzimas que
metabolizam estas substancias nos peroxissomos, conferiram a esta
organela um papel fundamental tanto na producdo como na inativacdo de
EROs na célula (SCHRADER et al.,, 2006). Desmielinizacdo severa,
degeneracdo axonal e neuroinflamacdo sdo induzidas na deficiéncia
genética de peroxissomos. Mais recentemente 0s peroxissomos foram
envolvidos no desenvolvimento e progressdo de doencas degenerativas
especificas (TROMPIER et al., 2014).
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Em figado de camundongos foi clonada uma subfamilia de
receptores nucleares que sdo fatores de transcricdo nuclear chamados
PPARs — receptores ativadores da proliferacdo de peroxissomos
(ISSEMANN et al.,1990). A estimulagdo do PPARY aumenta a expressao e
atividade da catalase, uma enzima peroxissomal que quebra o peréxido de
oxigénio em 4gua e oxigénio. Agonistas do subtipo y dos PPARs tém
recebido consideravel atencdo como agentes terapéuticos numa grande
variedade de doencas neurolégicas, incluindo doencas degenerativas, danos
traumaticos, acidentes vasculares cerebrais e doencas desmielinizantes
(LOURENCO et al., 2013).

Tiazolidina-2,4-dionas sdo importantes compostos heterociclicos
que atuam como agonistas do receptor nuclear PPARy. Quando combinados
com outros aneis heterociclicos, apresentam uma variedade de atividades
biolégicas como agente antidiabético, anti-inflamatério, antioxidante,
antimicrobiano, anticonvulsivante e com atividade citotdxica antineoplasica
(SHANKAR et al., 2012).

No entanto, os agonistas PPARy da classe das tiazolidinedionas
sintetizados e disponiveis comercialmente mostraram toxicidade cardiaca e
hepética limitante (FROHLICH et al., 2015), denotando a necessidade de
novos compostos ativos e com perfil toxicoldgico aceitavel.

O composto N-fenilbenzosulfonamida-4-[(Z)-(3-benzil-2,4-dioxo-
1,3-tiazolidin-5-ilideno)metil], uma tiazolidinediona inédita, denominada
glitazona E1, foi testada em modelos animais de dor neuropética aguda e
cronica induzida pela oxaliplatina com o intuito de explorar uma nova
possibilidade terapéutica analgésica, através da estimulacdo de
peroxissomos com um agonista PPARy, no controle da neuropatia induzida
pela oxaliplatina. Foram também estudados aspectos relacionados ao
mecanismo de acdo da glitazona E1 na fisiolopatologia da neurotoxicidade
da oxaliplatina bem como possiveis efeitos adversos desta glitazona.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral:

Avaliar o efeito do composto N-fenilbenzosulfonamida-4-[(Z)-(3-
benzil-2,4-dioxo-1,3-tiazolidin-5-ilideno) metil], um agonista PPARy, em
modelos animais de neurotoxicidade aguda e cronica induzida pela
oxaliplatina.

2.2 Objetivos Especificos:

e Padronizar o modelo de dor neuropatica aguda e cronica induzida
pela oxaliplatina em camundongos;

e Determinar o efeito do composto E1 na dor neuropética aguda ao
frio provocada pela oxaliplatina e comparar seus efeitos com o
farmaco pioglitazona, uma glitazona disponivel comercialmente;

e Confirmar o mecanismo de acdo do composto E1 utilizando o
antagonista PPARy GW9662;

e Verificar a afinidade do cmposto E1 pelo recepor PPARYy por meio
de ensaio de gene repdrter;

e Avaliar o efeito do composto E1 na dor neuropética cronica
provocada pela oxaliplatina, utilizando estimulos mecénico, ao frio
e ao calor.

e Dosar os niveis das citocinas interleucina-1p e fator de necrose
tumoral (TNF) na medula e cértex de animais submetidos ao
modelo de neurotoxicidade cronica induzida pela oxaliplatina e
tratados com o composto E1.

e Demonstrar a atividade da catalase em homogenato de nervo
ciatico, pata, cortex cerebral, medula espinhal e figado nos animais
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submetidos ao modelo de neurotoxicidade crénica induzida pela
oxaliplatina e tratados com o composto E1;

Investigar o envolvimento da via da BH4 nos efeitos observados
para o composto E1 no modelo de neurotoxicidade induzido pela
oxaliplativa em camundongos;

Determinar a evolucdo do peso corporal e avaliar os niveis de
glicose, AST, ALT, colesterol total, triglicerideos e creatinina nos
animais tratados com o composto E1 e submetidos ao modelo de
neurotoxicidade induzida por oxaliplatina;

Verificar o efeito do tratamento com o composto E1 sobre o peso
de diferentes d6rgdos (figado, pulmdes, rins, baco e coracdo), bem
como realizar o exame histopatol6gico do figado, coragdo e rins.

Avaliar a atividade locomotora dos animais tratados com o
composto E1 e submetidos ao modelo de neurotoxicidade cronica
induzida pela oxaliplatina;

Verificar a viabilidade celular de células Hela tratadas com
concentragdes crescentes do composto E1 através do teste com
MTT e indicar a atividade de luciferase do gene repoérter
GAL4PPARYy;

Verificar a viabilidade celular de células 3T3-L1 tratadas com
concentragdes crescentes do composto E1 através do teste com
MTT e indicar a atividade adipogénica, bem como quantificar a
expressdo do MRNA para Fabp4.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Dor neuropética:

Apesar de distintas definicdes de dor neuropatica serem utilizadas
ao longo dos anos, a mais recente e amplamente aceita descreve a mesma
como sendo dor causada pela lesdo ou disfuncdo do sistema
somatossensorial (VON HEHN et al., 2012).

O sistema somatossensorial permite a percepcdo do tato, pressdo,
dor, temperatura, posi¢do, movimento e vibra¢do. Suas fibras nervosas
inervam a pele, musculos, articulagcGes e fascias com receptores do tipo
termorreceptores, mecanorreceptores, prurirreceptores e nociceptores que
enviam seus sinais para a medula espinhal e cérebro para o devido
processamento do estimulo. A maioria dos processos sensoriais envolve o
nicleo talamico que recebe o impulso sensorial que entdo é direcionado
para 0 coOrtex cerebral. Lesbes ou doengas do sistema nervoso
somatossensorial ocasionam transmissdo de sinais sensoriais alterada e
desordenada para a medula espinhal e cérebro. Condi¢bes comuns
associadas a dor neuropatica incluem: neuralgia pos-herpética, neuralgia do
trigémeo, radiculopatia dolorosa, neuropatia diabética, infeccdo pelo HIV,
hanseniase, amputagdes de membros, farmacos como quimioterépicos, leséo
neural periférica e acidente vascular encefalico (AVE) na forma de dor
central p6s AVE (COLLOCA et al., 2017).

Qualquer trauma ou doenca acometendo 0  sistema
somatossensorial pode ter a capacidade de gerar uma sindrome de dor
neuropatica, porém ndo como um fator isolado, o que destaca a importancia
de fatores genéticos e ambientais associados, bem como a patogénese
individual da doenca. Assim, individuos com doencas similares afetando o
sistema nervoso podem experimentar distintos fendtipos sensoriais
anormais. Geralmente uma reducdo da percepcdo vibratéria e tatil estd
associada a sintomas sensoriais como parestesia, disestesia e dor. Essa dor
pode se manifestar de maneira tanto espontanea (dor em queimacdo ou em
choque) como hipersensibilidade a um estimulo mecénico ou térmico
(BARON et al., 2010). Essa hipersensibilidade compreende a alodinia que
representa uma sensibilidade anormal das fibras sensoriais tateis e a
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hiperalgesia, resposta dolorosa exacerbada a estimulo leve ou moderado
(RAMIREZ et al., 2013).

Apesar das neuropatias associadas as condigdes moérbidas como
diabetes, SIDA, cancer, terapias farmacologicas diferirem em certos
detalhes, elas apresentam similaridades como inicio dos sintomas em nivel
dos pés, com pacientes referindo sensacdo de adormecimento ou
formigamento e também dor descrita como em queimacao, em pontadas ou
sensacdo de agulhadas. Além disso, costumam apresentar hipersensibilidade
ao frio e a estimulos mecéanicos. A funcdo motora geralmente é mantida,
exceto por sintomas referentes & propriocepgdo. A condugdo sensorial
nervosa pode ser normal ou ndo (laténcia diminuida ou reducdo de
amplitude dos potenciais de agdo) e bidpsias neurais podem revelar
degeneragdo axonal em alguns pacientes. Bidpsia de pele para estudo das
terminacGes nervosas com a coloragdo PGP9.5, um marcador pan-neuronal,
revelou perda de fibras nervosas intra-epidérmicas que sdo 0s terminais
sensoriais dos neurdnios aferentes (BENNETT et al., 2014).

Nem todos os pacientes com neuropatia periférica ou dano ao SNC
desenvolvem dor neuropéatica. Num grande estudo de coorte verificou-se
gue a prevaléncia de dor em diabéticos com neuropatia periférica foi de
21% e quando esta neuropatia era severa, a prevaléncia de dor aumentava
para 60% (ABBOTT et al., 2011). A dor neuropética tem uma fisiopatologia
diversa de outras condicdes algicas cronicas, como a dor inflamatdria que
ocorre na artrite reumatoide, na qual a causa primaria é a inflamagdo com
eventos quimicos alterados no sitio da inflamacdo (COSTIGAN et al.,
2009).

A dor neuropética estd associada a um aumento no nimero de
prescricdes de analgésicos bem como de consultas médicas. Os sintomas
tendem a persistir com uma tendéncia a cronicidade e respostas cada vez
menores aos analgésicos tradicionais. Distdrbios do sono, ansiedade e
depressdo sdo frequentes e severos nos pacientes com dor neuropatica, e sua
qualidade de vida tende a ser pior quando comparada a pacientes com dor
cronica de outras etiologias. Recentes progressos no entendimento da
fisiopatologia da dor neuropética refletem no desenvolvimento de novos
procedimentos  diagnoésticos e terapéuticos mais  personalizados
(FINNERUP et al., 2016b).
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3.1.1 Epidemiologia:

O recente desenvolvimento de ferramentas simples de rastreamento
na forma de questionarios contribuiu para a realizagdo de grandes estudos
epidemioldgicos em diferentes paises, incluindo o Brasil. A prevaléncia de
dor crénica com caracteristicas neuropéticas nesses estudos foi estimada na
ordem de 7-10% (VAN HECKE et al., 2014).

A dor neuropética é mais frequente em mulheres (8% versus 5,7%)
bem como em pacientes acima de 50 anos de idade e mais comumente afeta
regido lombar e membros inferiores, pescoco e membros superiores. As
radiculopatias cervical e lombar sdo as mais frequentes causas de dor
neuropética cronica. Uma pesquisa com mais de 12.000 pacientes com dor
cronica que foram referidos a médicos na Alemanha revelou que 40% de
todos os pacientes relataram no minimo algumas caracteristicas de dor
neuropédtica como sensagdo de queimacdo, formigamento ou
adormecimento, particularmente em pacientes com dor lombar
(BOUHASSIRA et al., 2008).

3.1.2 Aspectos anatomo-funcionais:

A sensacdo de dor é codificada por um grupo especifico de
neurdnios periféricos e centrais cujo objetivo primério é alertar o organismo
acerca de situacGes potencialmente perigosas. O sistema nociceptivo detecta
estimulos deletérios que sdo de magnitude suficiente para causar um dano
corporal ocasionando um comportamento defensivo. Essa detec¢do inicia
em terminagdes nervosas livres na pele ou visceras que contém receptores
de membrana capazes de converter energia térmica, quimica e mecanica em
impulsos nervosos. Esses impulsos s@o carreados da periferia para o ganglio
dorsal da medula espinhal, onde neurotransmissores transferem a atividade
elétrica para neurdnios secundarios. Nesse ponto, o0s estimulos periféricos
sdo integrados com informagcbes de vias neuronais descendentes que
modulam o circuito nociceptivo de maneira integrada ao contexto ambiental
(WOOLF, 2010).

A soma destas interagdes € entdo transportada por projecdes dos
neurbnios secundarios para nucleos supra-espinhais que interpretam o
estimulo doloroso criando a consciéncia do fendmeno algico. O circuito
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nociceptivo ndo é estatico; ele tem uma enorme plasticidade da periferia até
0 neocortex que modula a percepgdo da dor para refletir as necessidades
fisiologicas do organismo e otimizar a sobrevivéncia. A dor neuropética,
assim, pode ser considerada um sequestro inapropriado da plasticidade
neuronal congénita para promover uma hipersensibilidade num contexto
onde ela ndo é benéfica (RAMIREZ et al., 2013).

Os neurdnios que detectam os estimulos nocivos, apesar de
anatomicamente préximos, sdo distintos dos neurdnios com mecanoceptores
responsaveis pela percepcdo da vibracdo e tato fino. Ambos sdo células
neuronais aferentes unipolares do ganglio da raiz dorsal ou ganglio
trigeminal com extensdes periféricas para pele e visceras, e terminagdes
centrais que se estendem para a substancia cinzenta da medula espinhal ou
nacleo trigeminal caudal. Aferentes com mecanoceptores da propriocepcao
sdo de baixo limiar e contém fibras AP que podem ser distinguidos dos
aferentes com nociceptores por propriedades bioquimicas e
eletrofisiologicas. Fibras AP t€ém grande didmetro, muito mielinizadas e
com répida condugdo, ao passo que as fibras nervosas envolvidas na
nocicepcdo sdo de duas categorias: fibras Ad, mielinizadas, com didmetro
intermediario (1-5um) que conduzem um estimulo doloroso agudo, inicial e
bem localizado; e fibras C, de pequeno didmetro (0,2 — 1,5 um), nédo
mielinizadas que medeiam uma segunda dor mais branda e difusa. Tomadas
em conjunto, as fibras Aa, AP, Ad e C constituem o sistema
somatossensorial (figura 1) (BASBAUM et al., 2009).

Figura 1 — Tipos de fibras nervosas sensoriais.
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Os estimulos quimicos, térmicos e mecanicos nocivos precisam ser
transformados em impulsos elétricos, fungdo que é desempenhada por uma
série de receptores especializados como canais de sédio e potassio,
receptores acoplados a proteina G e receptores tirosina-quinases presentes
na membrana neuronal. Além disso, estes receptores especializados também
desempenham um importante papel na plasticidade nociceptiva regulando a
excitabilidade da membrana e ditando a magnitude do estimulo necessario
para gerar um potencial de acdo (CATERINA et al., 1997) um marco na
compreensdo do funcionamento dos nociceptores ocorreu com a descoberta
da familia de receptores de potencial transitorio (TRP), que sdo canais de
calcio néo seletivos (COSENS et al., 1969).

Esses receptores de membrana serviram de substrato para a
compreensdo de como uma condicdo adversa poderia desencadear uma
despolarizagdo neuronal. O TRP melhor caracterizado é o TRPV1 (receptor
de potencial transitorio vaniloide tipo 1) que é ativado, em condi¢des
fisiologicas, por temperaturas acima de 42 °C e pelo composto quimico
capsaicina encontrado nas pimentas. Em condigdes patoldgicas, TRPV1 foi
implicado na hipersensibilidade dolorosa em modelos animais de
inflamag&o, neuropatia diabética, lesdo neural parcial e neuropatia dolorosa
induzida por quimioterapia (TA et al., 2010).

A lesdo neuronal leva a hipersensibilidade mediada por TRPV1
como resultado de mudancas de expressdo, de conducdo e ativacdo desses
receptores. Componentes do processo inflamatério podem modificar os
receptores TRPV1 através de modulagdo alostérica direta ou por
fosforilagdo de dominios intracelulares dos receptores ocasionando alodinia
e hiperalgesia (VON HEHN et al., 2012).

Além de hipersensibilidade, individuos com dor neuropatica
frequentemente apresentam dor espontanea gerando desconforto e estresse.
Apobs um trauma no nervo periférico, foi observada atividade ectopica em
nociceptores periféricos como principal fonte de dor espontanea. Em
pessoas saudaveis, um neurdnio quiescente somente ird gerar um potencial
de acdo quando presente um estimulo de magnitude suficiente para
ocasionar uma despolarizagdo de membrana. Apds lesdo neuronal, no
entanto, alteragBes significativas na expressdo, distribuicdo e cinética dos
canais ibnicos levam a perda da homeostasia do potencial elétrico da
membrana, causando oscila¢des e disparos de sinais. 1sso se manifesta como
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dor espontanea com caracteristicas de queimacédo e fisgada. Trés tipos de
canais i6nicos parecem mediar esse efeito: canais de potassio com dominio
de dois poros (TRESK e TRESK-2), canais de sodio dependente de
voltagem (Na,1.8, Na,1.6, Na,1,1 e Na,1,9) e canais hiperpolarizados
ativados por nucleotideo ciclico (HCN). Canais Na,1,8 tem um importante
papel na alodinia induzida pelo frio (DIB-HALJ et al., 2010).

Assim, a atividade ectopica em fibras aferentes constitui-se de
importante mecanismo fisiopatolégico da dor neuropatica ap6s trauma ou
doenca de nervo periférico. Pacientes com polineuropatia diabética dolorosa
ou trauma de nervo periférico apresentam uma perda completa da dor
espontanea ou evocada quando tratados com lidocaina, que bloqueia os
canais de sédio voltagem-dependentes. De maneira similar, o bloqueio de
ganglio dorsal por injecdo intraforaminal de lidocaina resulta em alivio da
dor de membro fantasma (HAROUTOUNIAN et al., 2014).

Figura 2 — Alteragdes periféricas e centrais induzidas por lesdo neural ou
neuropatia periférica.
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inibicdo. Nas vias aferentes ascendentes os componentes sensoriais da dor séo
transmitidos via trato espino-talamico para regifes ventrobasais mediais e laterais do
talamo (1) e dai entdo para o cortex somatossensorial permitindo que a dor seja
percebida em sua intensidade e localizacdo (2). A medula espinhal também possue
projecOes espinorreticulares para o nucleo grécil e cuneiforme no tronco cerebral
(3). Projecdes ao sistema limbico sdo retransmitidos a partir do nucleo parabranquial
(4) para amigdala e hipotdlamo onde func¢Bes centrais autondmicas, medo e
ansiedade sdo alteradas (5). Vias eferentes descendentes da amigdala e hipotalamo
(6) direncionam-se para a substancia cinzenta periaquedutal, locus ceruleus, nicleos
A5 e A7 e medula medial rostroventral no tronco cerebral. Destas areas surgem vias
descendentes inibitorias com a2 adrenoreptores que sdo projetadas para a medula
espinhal. Na neuropatia periférica existe perda desse controle inibitorio descendente
com consequente exacerbagdo da via excitatdria ascendente (7).

Fonte: Adaptado de Colloca et al., 2017.

Uma secgdo transversal do corno posterior da medula espinhal
revela distintas camadas de substancia cinzenta denominadas de 1dminas de
Rexed, que integram a entrada de uma variedade de estimulos ascendentes e
descendentes. Cada camada forma um compartimento funcional contendo
uma rede de aferentes primarios, projecoes e neurdnios secundarios, fibras
descendentes e interneurdnios com um tipico padrdo de conectividade. As
camadas mais superficiais do corno posterior, laminas | e Il recebem
estimulos quase que exclusivamente de fibras Ad e C, enquanto as fibras AP
dirigem-se para as laminas Il e IV. A lamina V recebe uma integracéo das
fibras AP, Ad ¢ C. Esta organizagdo segregada (Iaminas I a IV) e integrada
(V) constitui o substrato para distintos mecanismos fisiopatoldgicos da dor
neuropética (TODD, 2010).

AlteracBes estruturais e funcionais do circuito do corno posterior
da medula espinhal levam aa dor de hipersensibilidade que é mantida
independente da sensibilizagdo periférica. Essa sensibilizagdo central prové
uma justificativa para as anormalidades sensoriais que ocorrem em estados
dolorosos tanto agudos quanto crbnicos, como a expansdo da
hipersensibilidade para é&reas além do territorio da lesdo neural, aumento
progressivo da dor mediante estimulos de magnitude constante e dor
persistente ap6s cessar estimulo periférico doloroso. Em individuos
saudaveis, a dor aguda gera uma sensibilizacdo central, porém ha um
retorno para a sensibilidade homestatica assim que cessa o insulto inicial.
Em alguns individuos que desenvolvem dor neuropatica, fatores genéticos e
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ambientais contribuem para a manutencgéo da sensibilizacéo central levando
a dor espontanea, hiperalgesia e alodinia (PFAU et al., 2011).

Em nivel celular, a facilitagdo ou potencializacdo das sinapses no
corno posterior da medula espinhal leva a sensibilizagdo central que se
caracteriza por um fortalecimento sinaptico que ocorre através da liberacao
repetida de neurotransmissores do nociceptor primario levando a um
remodelamento molecular pés-sinaptico nos neurdnios secundarios, o que
culmina numa necessidade reduzida de neurotransmissor para gerar um
potencial de acdo. A potencializacdo de nociceptores no corno posterior é
dependente da fungdo dos receptores ionotrépicos pés-sindpticos NMDAR
(receptores N-metil-D-4cido aspartico) que é um potencial alvo terapéutico
no tratamento da dor neuropatica com sensibilizacdo central. Também
ocorre uma diminuicdo no limiar de ativacdo do neurbnio secundario com
alteracBes moleculares, ocorrendo em nivel de dendritos, o que resulta em
percepcdo de dor a partir de estimulos indcuos, ou seja, alodinia
(RAMIREZ et al., 2013).

Dois neuropeptidios, substancia P (SP) e peptideo relacionado ao
gene da calcitonina (CGRP), sdo exclusivamente expressos pelas fibras Ad
e C na periferia. Ap6és uma lesdo neuronal, porém, fibras Ap comegam a
produzir tais neuropeptidios ocasionando alodinia mecanica. Em contraste
com o ganho de fungdo em fibras AP apds dano neuronal, vias inibitorias
descendentes e interneurdnios experimentam uma severa perda de funcéo,
liberando assim o freio sobre a neurotransmissao com consequente aumento
da atividade excitatéria na superficie do corno dorsal. Esse intenso ambiente
excitatorio contribui para a apoptose de interneurénios GABAérgicos e
neurdnios inibitérios descendentes da medula rostroventral, bem como para
a atenuacdo da eficécia de interneurdnios GABAErgicos intactos que ocorre
independente de morte celular. A ativagdo da micréglia em sistema nervoso
central é um marco patolégico da lesdo no sistema nervoso, levando a
liberagdo de fator neurotrofico derivado de cérebro (BDNF) que ocasiona
uma diminuicdo do efeito de GABA (4cido gama amino butirico) nos
neurbnios da lamina I. BNDF pode ser uma terapia alvo promissora no
tratamento da dor neuropética (DE FELICE et al., 2011).

Além de alteracBes na transmissdo de estimulos dolorosos nos
neurdnios, ocorre uma disfuncdo de interneur6nios inibitérios e sistemas
moduladores descendentes em pacientes com dor neuropatica. A alteragdo
dos interneurdnios contribui para um desequilibrio generalizado das vias
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descendentes inibitérias e ascendentes excitatorias, ocorrendo uma
alternancia para a excitagdo. Consequentemente, o cortex cerebral, tAlamo e
sistema limbico recebem mensagens sensoriais alteradas e anormais
resultando em altos niveis de dor, ansiedade, depressao e distlrbios do sono.
Areas como o cortex cingulado e amigdala estdo implicados na manutengéo
da dor e comorbidades associadas a dor neuropdtica. Projecfes neurais
dessas regies modulam as vias descendentes da substancia cinzenta
periaquedutal ao tronco cerebral e dai para a medula espinhal. Vias
excitatorias no tronco cerebral sdo mais importantes na manutencgéo da dor
do que na sua inducdo (COLLOCA et al., 2017).

A inibigdo noradrenérgica, mediada através de receptores a2
adrenérgicos na medula espinhal, esta atenuada na dor neuropatica enquanto
a sinalizagdo serotoninérgica torna-se dominante através de receptores
5HT2 e 5HT3. O sistema noradrenérgico medeia o controle inibitério
doloroso difuso no qual uma dor inibe a outra através de vias descendentes,
mecanismo este perdido ou parcialmente alterado na neuropatia e conhecido
como modulagdo da dor condicionada (figura 2). Assim, medicagdes que
manipulam o sistema das monoaminas podem ser vantajosas no tratamento
da dor neuropética (BANNISTER et al., 2016).

A ativacdo de nociceptores periféricos desencadeia uma resposta
comportamental complexa que permite a um organismo evitar um estimulo
nocivo imediatamente (movendo-se para longe da fonte de dor) e no futuro
através de mecanismos de aprendizagem e memoria. O conjunto desses
comportamentos requer o funcionamento de uma grande variedade de
regifes corticais e subcorticais que regulam aspectos perceptivos e
cognitivos. Exemplos incluem &reas do cérebro relacionadas a motivacao,
recompensa, aprendizagem, memoria, sensibilizagdo somatica (APKARIAN
etal., 2011).

Classicamente, as areas do cérebro contém duas vias paralelas no
controle de diferentes aspectos da dor: discriminacdo sensorial (localizag&o,
duracdo e intensidade) ou afetivo-motivacional (sentimento de sofrimento e
comportamento de afastamento). Imagens de ressonancia magnética
funcional no contexto de dor aguda térmica mostram que a intensidade do
estimulo momentaneo é codificada por grandes porgdes do cértex cingular e
insular ao passo que regides especificas destes (por¢do anterior do cingulo e
posterior da insula) se correlacionam fortemente com a percepgao subjetiva
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da dor. Estes achados definem uma codificagdo precisa témporo-espacial da
dor no cérebro correlacionando atividade neural com fungdes cognitivas e
comportamentais. Condigdes de dor crénica estdo associadas com vastas
alteracGes funcionais e estruturais do cérebro quando comparado a controles
saudaveis. No entanto, permanece inconclusivo se a dor cronica distorce o
circuito e anatomia cerebral ou anormalidades cerebrais desencadeiam e
mantém a percepcdo de dor cronica. Estas normalidades nos estados de dor
cronica incluem modificagdes nos padrdes de atividade cerebral,
diminuicdes localizadas de volume de substancia cinzenta e circuitos
cerebrais alternativos. A atrofia de substancia cinzenta ocorre em situacdes
de dor como fibromialgia, osteoartrite de joelhos e cefaleias, sendo que esta
condicdo representa uma forma de plasticidade, pois é reversivel quando a
dor é efetivamente tratada (GWILYM et al., 2010).

Alguns pacientes com dor neuropatica sdo moderadamente
afetados, ao passo que em outros a dor € debilitante. H& também
variabilidade de resposta da dor neuropatica frente as terapias
farmacolégicas e ndo farmacologicas. Estas variaveis sdo justificadas pela
maneira como o estimulo doloroso é modulado no sistema nervoso central.
O sinal de dor pode ser aumentado ou reduzido quando ascende pela coluna
dorsal da medula espinhal em dire¢do ao cortex cerebral onde haverd a
consciéncia da dor, podendo modificar a correlacdo existente entre a
extensdo da patologia periférica e a intensidade da sindrome dolorosa. A
maioria dos pacientes com dor neuropética expressa um padrdo de
modulagdo prd-nociceptivo, ou seja, o estimulo doloroso é magnificado em
nivel de sistema nervoso central por meio de uma diminuicdo da inibigéo
das vias enddgenas descendentes ou sensibilizacdo das vias ascendentes de
dor (YARNITSKY, 2015).

Assim, pode-se especular que pacientes que apresentam um padrdo
pré-nociceptivo relacionado a facilitagdo de vias ascendentes poderia ser
tratado com farmacos que reduzem essa sensibilizagdo, tais como os
gabapentinoides. J& os pacientes que expressam um padrdo pro-nociceptivo
de vias inibitérias poderiam ser medicados com drogas que inibem a
recaptacdo da noradrenalina e serotonina, como a duloxetina. Estas
alteracGes do padrdo modulatério da dor podem ser restauradas para a
normalidade com o tratamento efetivo da dor (HAROUTOUNIAN et al.,
2014).
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3.1.3. Determinantes genéticos e ambientais da dor neuropatica:

Um grande desafio no tratamento da dor neuropédtica é a
heterogeneidade da sua patogénese dentro da classificacdo etioldgica.
Pacientes com doencas semelhantes podem apresentar fenétipos
completamente diferentes de dor neuropatica, possivelmente devido a
variacdes genéticas e ambientais. Alguns biomarcadores genéticos da dor
foram identificados como o polimorfismo da catecol-O-metiltransferase
(COMT) associado com a dor da articulacdo témporo-mandibular e alelos
do receptor opioide ul (OPRM1) e receptor da melanocortina 1 (MCR1)
como potenciais determinantes da sensibilidade aos opidides (RAMIREZ et
al., 2013).

Polimorfismos do gene da enzima GTP ciclohidroxilase 1 chamada
atualmente de GCH1 foram associados a reduzida sensibilidade algica tanto
clinica como experimental (BELFER et al., 2014).

GCH1 catalisa a etapa inicial da via de sintese da
tetrahidrobiopterina (BH4) que é um cofator essencial das hidroxilases de
aminoacidos aromaticos, da éxido nitrico sintase (NOS) e da alquilglicerol
monoxigenase. BH4 é, assim, um fator indispensavel para a sintese de
serotonina, epinefrina, noradrenalina, dopamina e 6xido nitrico. Este
polimorfismo particular de GCH1 est4 associado a menor dor clinica sem
efeitos adversos em SNC ou alteracdo da nocicepcdo, sendo, assim, de alto
interesse para replicagdo farmacol6gica. Em modelos animais com leséo de
neurdnios sensoriais, houve aumento da transcricdo e atividade da GCH1
que ocasionou aumento dos niveis de BH4 com hipersensibilidade a dor. A
inibicio da enzima GCH1 levou a redugdo de dor nesses animais
(LATREMOLIERE et al., 2015).

3.1.4. Toxicidade mitocondrial na dor neuropatica:

Apesar de diferentes etiologias da dor neuropética, dentre elas,
diabetes, infeccdo pelo HIV e neuropatia induzida por quimioterapicos do
tratamento do cancer, os sinais e sintomas clinicos destas neuropatias séo
claramente similares. Evidéncias de modelos animais de dor neuropatica
sugerem que estas similaridades tém um evento comum: a disfungéo
mitocondrial em neur6nios sensoriais aferentes primarios. Esta disfuncao
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das mitocondrias € causada por efeitos mitotoxicos de agentes
quimioterapicos de diversas classes, proteinas virais associadas ao HIV,
tratamento do HIV com inibidores da transcriptase reversa bem como o
efeito do excesso de glicose no diabetes. O dano mitocondrial resulta em
déficit cronico de energia nos neurdnios que gera descargas neurais
espontaneas e degeneracdo neuronal compartimental aparente inicialmente
em fibras de nervos intraepidérmicos. Dados preliminares sugerem que
drogas que previnem esse dano mitocondrial ou melhorem a funcdo das
mitocdndrias dos neurdnios podem ser Uteis no tratamento da dor
neuropatica destas condi¢Ges morbidas (figura 3) (BENNET et al., 2014).

Figura 3 — Toxicidade mitocondrial na dor neuropatica.
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A neuropatia ndo resulta da degeneracdo do neurdnio primério aferente como
indicado pela auséncia de ATF3 nuclear (marcador de dano axonal). H& disfuncéo
mitocondrial com déficit de ATP, aumento de espécies reativas de oxigénio (ROS) e
nitrogénio (RNS) que leva a uma degeneragdo de fibras nervosas intraepidérmicas
(IENF) e surgimento de descargas espontaneas.

Fonte: Adaptado de Bennett et al., 2014.

Em modelos animais de dor neuropética induzida por paclitaxel,
vincristina ou oxaliplatina, aproximadamente 15% de fibras sensoriais tipo
A e 20-35% de fibras sensoriais do tipo C apresentam descargas
espontaneas de padrdo irregular e baixa frequéncia, em torno de 1.0 Hz
originadas em axonios afetados pela degeneragdo neural de fibras
intraepidérmicas. A deficiéncia de energia ocasionada pela toxicidade
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mitocondrial leva a uma insuficiéncia da bomba Na*/K* que pode levar a
uma despolarizagdo celular que cruza o limite para o inicio de um impulso
nervoso (XIAO et al., 2012). A toxicidade mitocondrial leva a uma perda de
fibras neurais intraepidérmicas, porém ndo ha dano axonal verificado pela
auséncia da ativacdo de ATF3, uma proteina nuclear marcadora de lesdo
axonal, verificado no corpo neuronal no ganglio da raiz dorsal. As fibras
neurais intraepidérmicas sdo particularmente sensiveis aos agentes
mitotoxicos, pois concentram um grande ndmero de mitocdndrias. Quando
a exposicdo a agentes toxicos mitocondriais persiste, a lesdo neural progride
para o axbnio adjacente as fibras neurais intraepidérmicas, agravando a
severidade da neuropatia, sendo possivel diagnosticar a degenerago axonal
através de bidpsia de nervo periférico. Essa bidpsia pode evidenciar edema
e vacuolizagdo de mitocdndrias em nervos sensoriais periféricos, néo
acometendo neurdnios motores das raizes ventrais. O edema e vacuolizacéo
de mitocdndrias leva a altera¢cBes na membrana interna mitocondrial o que
resulta em déficit de produgdo de ATP, sem ocorrer liberagdo de citocromo
C que é um evento tipico de apoptose (ZHENG et al., 2012).

Proteinas virais do HIV como gp120, Tat e VVpr causam danos em
grandes fibras mielinizadas aferentes AP que carreiam informagoes tateis e
de propriocepcdo, ao passo que os inibidores de transcriptase reversa
preferentemente causam lesdo em pequenas fibras mielinizadas Ad e nao
mielinizadas tipo C que sdo responsaveis por estimulos térmicos e algicos.
H& edema e vacuolizagdo de mitocdndrias nos axOnios e células de
Schwann e também aumento do stress oxidativo. Drogas utilizadas no
tratamento do HIV que inibem a transcriptase reversa causam toxicidade
mitocondrial no neur6nio sensorial primario com alteracdo de enzimas
mitocondriais respiratérias do complexo | (LEHMANN et al., 2011).

Altos niveis de glicose nos pacientes diabéticos sdo diretamente
neurotoxicos. Exposicdo prologada a hiperglicemia leva a disfuncdo
mitocondrial através de hipoxia secundaria a doenca microvascular,
exposicdo a niveis elevados de metilglioxal, hiperatividade das vias de
polidis e homeostasia alterada do calcio. H& grave impacto na respiracéo
mitocondrial em modelos animais de diabetes induzidos por estreptozocina,
com diminui¢do consequente da producdo de ATP no sistema transportador
de elétrons (CHOWDHURY et al., 2013).
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Sob condi¢Bes normais de respiracdo mitocondrial, um pequeno
percentual de elétrons escapa do sistema transportador de elétrons e reage
com o oxigénio para formar anion superoxido que por sua vez gera outras
espécies reativas de oxigénio como peroxido de hidrogénio e radicais
hidroxila e também espécies reativas de nitrogénio como o peroxinitrito. A
disfuncdo mitocondrial que ocorre na neuropatia leva a um aumento do
escape de elétrons produzindo maior quantidade de radicais livres de
oxigénio e nitrogénio altamente téxicos para proteinas em varios
compartimentos celulares dos neurdnios. O tratamento com agentes anti-
oxidantes como N-acetilcisteina, glutationa, SS-31 diminuem a incidéncia e
severidade da dor neuropética em pacientes diabéticos ou tratados com
agentes quimioterapicos derivados da platina. O peroxinitrito é gerado pela
reacdo equimolar do &nion superdxido com 6xido nitrico; assim, a inibicéo
da oOxido nitrico sintase (NOS) € um tratamento efetivo para dor
neuropética, sendo uma via promissora na prevenc¢do da neuropatia induzida
pelo paclitaxel (DOYLE et al., 2012).

3.1.5. Prevencdo e tratamento da dor neuropatica:

Devido ao fato dos tratamentos disponiveis para dor neuropatica
serem de beneficio apenas modesto, intervencBes que previnem a dor
neuropética tém um grande impacto em termos de salde publica, além de
diminuir o grau de incapacidade de muitos pacientes com dor neuropética
cronica. Para isto, a identificacdo de fatores de risco para neuropatia é
fundamental. A utilizacdo de vacina para herpes zoster na populagdo acima
de 50 anos, tratamento perioperatorio adequado de pacientes cirrgicos e
controle rigoroso do diabetes sdo exemplos dessa estratégia
(GEWANDTER et al., 2015).

O tratamento da dor neuropatica recai no manejo do sintoma algico
em si, uma vez que a causa da dor raramente pode ser tratada. O tratamento
do diabetes mellitus é tipicamente insuficiente para aliviar a dor
neuropética. A dor neuropédtica geralmente ndo responde a analgésicos
como o0 acetaminofeno, anti-inflamatorios ndo esteroidais ou opioides fracos
como a codeina. A limitada eficicia das drogas para dor neuropética, a
populacdo idosa acometida com comorbidades e consequente uso de varias
drogas e os efeitos adversos dos opioides tem resultado num aumento de
terapias intervencionistas. Drogas com forte recomendacdo em primeira
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linha para o tratamento da dor neuropética periférica e central incluem a
pregabalina, gabapentina, duloxetina e antidepressivos triciclicos. A terapia
farmacoldgica da dor neuropética tem eficacia menor que 50% e esta
associada a efeitos adversos que limitam seu uso clinico. Os antidepressivos
triciclicos e a duloxetina, um inibidor da receptacdo de serotonina e
noradrenalina tém atuacdo em nivel de vias inibitérias descendentes.
Pregabalina e gabapentina agem diminuindo a sensibilizacdo central por
ligarem-se a subunidade a23 dos canais de célcio dependentes de voltagem.
A combinacdo da pregabalina ou gabapentina com um antidepressivo ou
opioide tem mostrado melhores resultados quando comparado a
monoterapia. Os pacientes diabéticos ndo respondem adequadamente a
monoterapia com doses moderadas (FINNERUP et al., 2016a).

A lidocaina age nas descargas neuronais ectopicas através de suas
propriedades blogueadoras dos canais de sédio, podendo ser usada na forma
de adesivos transdérmicos como em casos de neuralgia pds-herpética. A
capsaicina atua em nociceptores tipo TRPV1 levando a sua
dessensibilizacdo e desfuncionalizagdo, também na forma de adesivos
usados na neuropatia pés-herpética e diabética. O tramadol, um agonista
opioide e inibidor da recaptacdo de serotonina e noradrenalina também se
mostrou efetivo no tratamento da dor neuropatica periférica. A toxina
botulinica A é uma potente neurotoxina benéfica no tratamento da neuralgia
trigeminal. Os opioides como a oxicodona e morfina s&o moderadamente
eficazes com inumeros efeitos colaterais. Carbamazepina, valproato,
oxcarbazepina, topiramato tém efeitos brandos na dor neuropética.
Resultados negativos ou inconsistentes em estudos clinicos foram
encontrados com a utilizacdo de inibidores da receptaco da serotonina,
antagonistas NMDA, mexiletine e clonidina topica. Antagonistas seletivos
dos canais de sodio Na,1.7 mostraram-se efetivos em estudos clinicos de
fase 11 na neuralgia pos-herpética (COLLOCA et al., 2017).

Endotelinas contribuem para as alteracGes nociceptivas em
modelos animais de dor inflamatdria, dor neuropatica do diabetes e dor do
cancer. Antagonistas dos receptores ETg da endotelina como o0 A-192621
reduziram a hipersensbilidade mecénica em um modelo animal de dor
trigeminal neuropatica (CHICHORRO et al., 2006).

Tratamentos  intervencionistas como  bloqueios  neurais,
procedimentos cirdrgicos que infiltram farmacos em areas especificas do
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SNC e modulagdo de estruturas neurais oferecem tratamentos alternativos
para pacientes selecionados com dor neuropatica refrataria. Injecdo
perineural de esteroides confere um alivio transitério da dor por 1-3 meses
em casos de trauma ou compressdo neuronal. A administracdo epidural de
corticoides no tratamento da radiculopatia cervical e lombar alivia a dor por
um periodo menor que 3 meses e ndo reduz o risco de cirurgia subsequente.
A estimulacdo elétrica na medula espinhal de baixa intensidade em grandes
fibras mielinizadas AP para modular os sinais de dor das fibras ndo
mielinizadas C tem sido usada na dor neuropatica cronica refrataria com
resultados duradouros por 24 meses em média. A neuroestimulacdo de
ganglios da raiz dorsal tem resultado em torno de 56% de diminuicdo da dor
neuropética dentre 60% de respondedores. Bombas implantadas no
subcuténeo para liberagdo de morfina intratecal tem sido utilizada, porém ao
custo de vérios efeitos adversos (ELDABE et al., 2016).

3.2 Dor neuropatica associada a quimioterapia do cancer:

A neuropatia periférica induzida por quimioterapia afeta cerca de
48% dos pacientes tratados com esquema de multiplas drogas e a gravidade
desse efeito adverso depende de fatores individuais, dose cumulativa,
duracdo da exposicdo e estrutura quimica da droga antineoplasica. Os
sintomas principais envolvidos sdo perda sensorial, parestesias, disestesias,
alodinia e hiperalgesia principalmente em méos e pés. Essa neuropatia é,
também, causa de dor persistente em sobreviventes do tratamento
oncolégico. H& 6 principais grupos de drogas que causam danos em
neurdnios periféricos sensitivos e motores resultando em neuropatia
periférica: derivados da platina (cisplatina, oxaliplatina), alcaloides da vinca
(vincristina e vinblastina), epotilonas (ixabepilona), taxanos (paclitaxel,
docetaxel), inibidores de proteossomas (bortezomib) e drogas
imunomoduladoras (talidomida). O grande sucesso terapéutico alcancado
com essas drogas no tratamento do céncer tem aumentado as taxas de
sobrevida e consequentemente também o numero de pacientes com dor
neuropética. Cerca de 68% dos pacientes que recebem tais drogas
desenvolvem neuropatia periférica no primeiro més de tratamento, sendo o
risco ainda maior em pacientes diabéticos (CARVALHO et al., 2017).

Paclitaxel, oxaliplatina e vincristina tém efeitos toxicos nos
neurdnios da raiz do ganglio dorsal (Figura 4). Essas substancias aumentam
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a atividade de canais idnicos dependentes de voltagem ou ligantes como
canais de calcio dependentes de voltagem (Ca,), canais de sodio
dependentes de voltagem (Nay) e receptores de potencial transitorio (TRP).
Também produzem espécies reativas de oxigénio (EROs) que alteram o
funcionamento normal de mitocondrias com déficit de producdo de ATP
nos neurdnios sensoriais. Apesar de mecanismos patogénicos comuns, a
neuropatia induzida por paclitaxel e vincristina envolve um forte
componente inflamatério que parece menos intenso na neuropatia induzida
pela oxaliplatina. Esse componente inflamatério resulta da ativacdo da
microglia, astrécitos e células gliais satélites na coluna dorsal da medula
espinhal que gera a producéo e liberacdo de mediadores pré-algicos como
fator de necrose tumoral (TNF) e IL-1B. Uma profunda compreensdo do
mecanismo fisiopatolégico da neuropatia induzida por quimioterapia é
necessaria para a introducdo de tratamentos efetivos baseados em
mecanismos e ndo somente baseados em sintomas. Atualmente ndo ha
tratamentos aprovados para a prevencdo da neuropatia periférica por
guimioterapicos e apenas poucas estratégias farmacol6gicas existem para o
tratamento. Algumas drogas ja usadas para o tratamento de outras etiologias
de dor neuropéatica, como amitriptilina e gabapentina, tém falhado na
condicdo de neuropatia por quimioterdpicos (SISIGNANO et al., 2014).

O paclitaxel foi originalmente isolado de um arbusto do pacifico
chamado Taxus brevifolia e € atualmente usado como um potente
antineoplasico. Ele causa uma neuropatia distal sensorial e em alguns
pacientes uma sindrome de dor aguda 3 a 4 dias ap6s sua administracdo. O
paclitaxel age como um fator estabilizador da tubulina prevenindo sua
despolimeracdo. Com isso, ele afeta a dindmica do transporte axonal
levando a degeneragdo de axoOnios, perda da inervacdo intraepidérmica,
axonopatia e alteracdo da fungdo mitocondrial (LAPOINTE et al., 2013).

A vincristina € um potente alcaloide citostatico que foi
originalmente isolado da planta herbdcea do Madagascar chamada
Catharanthus roseus. Do grupo dos alcaloides da vinca, a vincristina tem os
mais intensos efeitos neurotdxicos. Como o paclitaxel, a vincristina
estabiliza os microtlbulos alterando assim o transporte axonal com
consequente axopatia e degeneragdo de axdnios. Ha envolvimento de stress
oxidativo na fisiopatologia da neurotoxicidade da vincristina. Ativacdo do
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oxido nitrico sintase e da via do guanosil monofosfato ciclico (GMPc)
fazem parte desse mecanismo pré-nociceptivo (SISIGNANO et al., 2014).

Desde a década de 80 a cisplatina, isolada ou em combinacdes, é
utilizada no tratamento das neoplasias de testiculo, ovario, pulméo, cabeca e
pescoco, colo uterino, entre outros. Age através da formacdo de adutos com
as cadeias de DNA nuclear sendo uma droga nefrotoxica, ototoxica e
neurotéxica. A habilidade da cisplatina em formar ligacfes cruzadas com o
DNA nuclear comprometendo sua integridade e transcricdo em RNA
mensageiro determina dano da funcdo celular também em nivel de
neurdnios (CAROZZI et al., 2015).

Figura 4 — Mecanismos de dor neuropdtica periférica induzida por
quimioterapia.
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Fonte: Adaptado de Sisignano et al., 2014.

O envolvimento de EROs na neuropatia periférica induzida pela
quimioterapia suscita a hip6tese de que o tratamento precoce com anti-
oxidantes diminuiria o efeito neurotoxico e danoso dos radicais livres de
oxigénio e amenizaria a dor neuropatica. A vitamina E (a tocoferol) na dose
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de 800 mg ao dia mostrou inicialmente efeitos promissores que ndo foram
posteriormente confirmados. A associa¢do de vitamina C e E foi efetiva no
alivio da dor neuropéatica em camundongos (LU et al., 2011).

Até a atualidade, também ndo existem dados confirmatérios da
eficacia da amifostina e glutationa na neuropatia induzida por derivados
platinicos. A acetil-L-carnitina, um anti-oxidante endégeno com funcoes
protetoras mitocondriais falhou em aliviar a neuropatia induzida por
taxanos. Um pequeno estudo de fase Il mostrou que o mangafodipir, um
derivado da vitamina B6, reduziu os sintomas da neuropatia periférica
induzida pela oxaliplatina (CORIAT et al., 2014).

O efeito neuroprotetor, anti-inflamatério e antinociceptivo do
Omega-3 na dose de 640 mg trés vezes ao dia foi associado com
significativa melhora da incidéncia da dor neuropatica induzida pelo
paclitaxel, no entanto estudos clinicos maiores sdo necessarios para
confirmar esses resultados (GHOREISHI et al., 2012).

Infusdes de calcio e magnésio foram utilizadas para repor 0s
cations divalentes quelados pelo oxalato na neuropatia sensorial induzida
pela oxaliplatina. Embora varios estudos clinicos iniciais mostrassem
efeitos promissores, um grande estudo randomizado, duplo cego com 353
pacientes ndo mostrou beneficio na utilizagcdo do calcio e magnésio. Assim,
conclui-se que atualmente ndo ha recomendacdo de nenhum agente anti-
oxidante ou neuroprotetor no tratamento ou prevencdo da neuropatia
induzida por quimioterdpicos baseados em evidéncias cientificas
(LOPRINZI et al., 2014).

A minociclina, um antibiético com propriedades anti-oxidantes,
reduz a sintese de éxido nitrico e a atividade da NADPH oxidase resultando
numa diminuicéo da producéao de espécies reativas de oxigénio. Ela também
reduz a gliose na medula espinhal, apresentando assim atividade anti-
oxidante e anti-inflamatdria com potencial papel na reducdo da
neurotoxicidade da quimioterapia. O tratamento com anti-oxidantes pode
afetar o crescimento tumoral e sua progressdo. Um recente estudo em
camundongos com vitamina E e N-acetilcisteina mostrou aumento da
proliferacdo celular tumoral por reduzir o dano ao DNA e impedir a
ativacdo do gene p53 (SAYIN et al., 2014).

A efichcia de analgésicos opioides na dor neuropética da
quimioterapia ¢ incerta. A estimulagdo de receptores a2 adrenérgico é
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essencial para a reducgdo efetiva da dor. Assim a associa¢do de uma droga
que inibe a recaptacdo da noradrenalina a um opioide é mais efetivo que um
opioide classico isolado. A buprenorfina bloqueia os receptores NMDA o
que contribui no controle da neuropatia. Anti-inflamatorios ndo esteroidais
ndo sdo recomendados no manejo dessa dor porque eles ndo diminuem a
hiperexcitabilidade neuronal que é um dos mecanismos fisiopatoldgicos
mais importantes na dor neuropatica induzida por quimioterapicos.
Antagonistas de TRPV1 e bloqueadores dos canais de célcio também sao
drogas ativas (WEINER et al., 2012).

A amitriptilina ndo mostrou diferenca significativa no controle da
dor quando comparada a placebo na dor neuropatica induzida por taxanos,
platinas e alcaloides da vinca. Inibidores da receptagdo da noradrenalina e
serotonina como a venlafaxina e duloxetina reduziram a dor neuropética da
quimioterapia, sendo a duloxetina muito ativa em casos de administracdo da
oxaliplatina (SMITH et al., 2013).

A gabapentina e pregabalina, que modulam canais de calcio, ndo
foram benéficos no controle da neuropatia dolorosa causada por
quimioterapicos. Os inibidores de canais de sddio, carbamazepina e
oxcarbazepina, falharam no controle da dor neuropatica em pequenos
estudos clinicos. Adesivos transdérmicos contendo amitriptilina e ketamina
ndo reduziram a dor neuropética dos quimioterapicos num grande estudo
clinico envolvendo 462 pacientes (SISIGNANO et al., 2014).

Estratégias farmacolégicas para inibir a ativagdo glial que induz a
inflamacdo neurogénica na fisiopatologia da dor neuropética da
quimioterapia tém sido extensivamente estudadas. Uma estratégia
promissora € inibir a via p38-MAPK que é responsavel pela ativacdo da
microglia, astrocitos e células gliais ganglionares, bem como pela
sensibilizacdo de neurdnios nociceptivos (Figura 5). Um pequeno estudo
clinico de 43 pacientes mostrou eficacia do inibidor p38-MAPK dimapimod
nessa condicdo dolorosa. O bloqueio do TNF com o anticorpo quimérico
monoclonal infliximab é outra via de bloqueio da neuroinflamacdo a ser
avaliada no controle da dor neuropética, bem como o bloqueio do receptor
da IL-1B com a anakinra e do receptor da IL-6 com o tocilizumab (ANAND
etal., 2011).
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Figura 5 — Mecanismos de dor neuropatica periférica induzida por

quimioterapicos.

Pacmaxnl

s Pemxlm(nlo B
Ativacdo 'y " Receptor
microglial CCL2 ccpz 5HT(1A)

SwstinciaP " Sinalizacao davia do sensor
S 7~ newonal decdciolPd
Receptor de ————————
fosfato-1- ) Receptor de ™ Metaloproteinases
. esfingosina ( bradicinina ) da malnz} =
B BleB2 —
" Disfungio = <= Transporte axonal
_mitocondial _ ~\'e"}‘0’°m°“'05 4

= & Células de
—_ TRPVi Aslrumms P mmm

(TRPMS) | <
— (N Ql% \TNF/ Q\lm/

 Infitragéo

( ()CI? ) @ N\ -
et \mPM ), @’M\ Espécies C Ca, ( de )
€ HCN2 d - __71/‘ reafivas s _ monocitos
5 Receptor de e
¢ °C"“/ °CTN7 _ NMDA _A._oigénio Poimorfismos de
— - = ” ( nucleotideos Gnicos
(KeN K4) ) Via P5. em genes
S’ ERK1/2 pass - wy regu\adores
_ Onido nitrico = =
Juncbes gap { sintase-GMPc ( Reoepmf da )
estioclicas — — < mmoumsc_x:ﬁ >
Que]acao do Receplor 5HT(2A)
calcio pelo oxalato Transportador SHT

_ i Vincliw'l;l B

Mecanismos fisiopatoldgicos distintos e sobrepostos da dor neuropética. Diagrama
mostrando fatores relacionados ao nervo periférico (azul), ganglio da raiz dorsal

(cinza) e medula espinhal (amarelo).
Fonte: Adaptado de Sisignano et al., 2014.

3.3 Dor neuropatica associada a oxaliplatina:

A oxaliplatina, trans-R,R-ciclohexano-1,2-diamino oxalato-platina,
€ um agente quimioterapico derivado da platina de terceira geragdo (Figura
6). A presenga do 1,2-diaminociclohexano confere a oxaliplatina uma
menor reatividade cruzada com o DNA em comparacdo com a cisplatina.
Apesar da oxaliplatina formar menos liga¢Bes platina-DNA, estas sdo mais
efetivas no dano ao DNA e no escape ao sistema de reparo do DNA. A
oxaliplatina é efetiva no tratamento de primeira linha do cancer colorretal,
tanto no cenério adjuvante como metastatico, bem como na terapéutica do

cancer gastrico, ovario e vias biliares (CERSOSIMO et al., 2005).
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Figura 6 — Estrutura quimica da oxaliplatina.
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Fonte: Dasari et al., 2014.

Sua neurotoxicidade pode ocorrer de duas formas distintas: uma
delas é aguda, caracterizada por toxicidade neurosensorial rapida e
reversivel, que ocorre em mais de 90% de pacientes tratados, imediatamente
ou em curto periodo apés a administracdo da oxaliplatina. O paciente
apresenta parestesias e disestesias nas maos, pés e regido perioral, com
sensacdo de compressdo mandibular. Esses sintomas sdo usualmente
transitérios, permanecendo por algumas horas, mas podem ser provocados
pelo frio e aumentar de intensidade e duracdo com as administracfes
repetidas do quimioterdpico. A segunda apresentacdo € uma neuropatia
sensorial cronica, que surge apos doses cumulativas de 540 mg/m? com
caracteristicas semelhantes a neurotoxicidade da cisplatina. Os pacientes
apresentam parestesia distal, ataxia sensorial, dor neuropatica periférica,
comprometimento funcional de membros, dor mandibular e ocular,
caimbras em membros inferiores, alteraces de voz e visdo. A toxicidade da
oxaliplatina é dose-dependente, com 10-20% dos pacientes desenvolvendo
neurotoxicidade na dose de 750-850 mg/m? e em 10% deles os sintomas
podem ser persistentes até dois anos apos interrupcdo do tratamento, ou
definitivos. A oxaliplatina induz uma alteracdo aguda na excitabilidade
axonal induzida por uma disfun¢do de canais idnicos de sédio, célcio e
potéssio (CAROZZI et al., 2015).

Fatores associados com a incidéncia, duracdo e severidade da
neuropatia periférica induzida pela oxaliplatina sdo hipomagnesemi
(magnésio sérico inferior a 1,8 mEq/L), aumento dos niveis de calcio apds a
quimioterapia, hipoalbuminemia (albumina sérica inferior a 3,5 g/dL),
aumento dos niveis de cloreto, hemoglobina inferior a 12 g/dL em mulheres
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e 13 g/dL em homens, idade inferior a 60 anos e etilismo. Os mecanismos
fisiopatoldgicos dessas alteragdes permanecem obscuros (PULVERS et al.,
2017).

Apesar de fatores predisponentes da neurotoxicidade da
oxaliplatina terem sido identificados, atualmente ndo hd uma estratégia
efetiva para a prevencdo e o manejo farmacoldgico é limitado (GRIFFITH
etal., 2017).

Neurotoxicidade através de canais idnicos.

Canais de sédio desempenham um papel central na dor induzida
pela oxaliplatina. Os blogueadores dos canais de sédio como a lidocaina e
mexiletina aliviam a alodinia desencadeada pelo frio em ratos. A
oxaliplatina também diminui a cinética de inativacéo dos canais de sodio. O
oxalato, um dos metabdlitos da oxaliplatina, altera propriedades funcionais
dos canais de sodio dependentes de voltagem resultando em tempo de
abertura prolongada dos canais com consequente hiperexcitabilidade de
neurdnios sensoriais e inducdo de descargas ectopicas responsaveis pelos
sintomas de parestesia e dor. Anormalidades da corrente de sédio sdo
detectadas em 78% dos pacientes que subsequentemente desenvolvem a
forma crénica de neuropatia. Polimorfismos no gene SCN2A que codifica
0s canais idnicos de sédio do tipo Il causa uma disfuncdo basal dos canais
de s6dio com propensdo ao desenvolvimento da neurotoxicidade aguda da
oxaliplatina. Especificamente a isoforma Na,1.6 em fibras A mielinizadas
estd envolvida na alodinia ao frio induzida pela oxaliplatina através da
inibicdo concomitante de canais de potdssio, como demonstrado num
experimento animal com injec¢do intraplantar de oxaliplatina (DEUIS et al.,
2013).

Porém, a distribuicdo difusa de canais Na,1.6 em axdnios
sensitivos, motores e no SNC os tornam um alvo de dificil manipulagao
farmacoldgica. A isoforma tetrodotoxina-resistente Na,1.8 em fibras C ¢
crucial na dor provocada por estimulos frios nocivos; também se sugere que
os canais Na,1.9 participem da fisiopatologia da dor neuropatica. Mutagdes
com perda de func¢do do canal Na,1.7 causam uma insensibilidade congénita
a4 dor em humanos. Estudos in vitro com fibras de nervo cidtico
demonstraram que a oxaliplatina induz alterages funcionais também em
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canais de potassio dependentes de voltagem através da diminuicdo da
expressdo dos canais do tipo TREK-1 and TRAAK e aumentando a
expressdo de canais de potassio pro-excitatérios, como canais ativados por
hiperpolarizagdo (HCNs). Ibravidina, um inibidor dos canais HCN atenua a
hiperalgesia ao frio induzida pela oxaliplatina em estudos com modelos
animais (ARGYRIOU et al., 2013).

Canais de potassio TREK-1 e TRAAK sdo amplamente expressos
em aferentes primarios incluindo nociceptores sensiveis a estimulos
quentes. No entanto, a oxaliplatina ndo modifica as reacfes as temperaturas
elevadas em modelos animais, indicando um provavel tropismo da
oxaliplatina para subtipos de neurbnios sensoriais ativados pelo frio e por
estimulos mecénicos (DESCOEUR et al., 2011).

Neurotoxicidade através da sinalizacdo por calcio.

O calcio é um mensageiro intracelular critico envolvido em varias
fungdes neuronais incluindo sobrevida, morte e plasticidade neuronal. A
concentragdo intracelular de célcio livre em niveis nanomolares €
rigorosamente regulada por mecanismos de transporte e sequestro,
incluindo o influxo extracelular e liberacdo de estoques internos, bem como
efluxo por bombas de membrana. H& absorcdo de calcio para o reticulo
endoplasméatico e mitocondrias. As alteracbes do célcio intracelular
influenciam na  excitabilidade da  membrana, liberacdo de
neurotransmissores e expressao génica em células gliais e neuronais. Apés
24 horas do tratamento com oxaliplatina os sinais intracelulares mediados
por célcio sdo significativamente alterados (SCHULZE et al., 2011).

O oxalato, um metobolito da oxaliplatina, € um conhecido agente
guelante do calcio, o que contribui para a neurotoxicidade deste
quimioterapico. Injecdo de oxalato na pata de camundongos induz alodinia
mecanica. A dor induzida pelo oxalato é consequéncia da quelagdo do
calcio extracelular que leva a um aumento da condutancia do sodio e
diminuigdo do limiar de potencial da membrana plasmética. Ao contrério, o
aumento do célcio extracelular aumenta a possibilidade de fechamento dos
canais de sodio resultando no decréscimo da excitabilidade neuronal
(STAROBOVA et al., 2017).

Neurotoxicidade através de receptores de potencial transitério (TRP).
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O tratamento com oxaliplatina resulta na superexpressdo de RNA
mensageiro do TRPV1 e TRPAL, bem como TRPMS8. A alodinia ao frio
induzida pela oxaliplatina aumenta a sensibilidade e expressdo de TRPM8 e
TRPAL. A administragdo em camundongos de capsazepina, um blogueador
de TRPV1 e TRPMS, inibiu a alodinia ao frio. A administragdo de 5-
iodoresiniferatoxina, um inibidor de TRPV1 ndo alterou a alodinia
produzida pelo frio (GAUCHAN et al., 2009).

Os ganglios da raiz dorsal estdo localizados entre a coluna dorsal
da medula espinhal e os nervos espinhais e convergem as informacdes
sensoriais da periferia para o sistema nervoso central. Como nesses ganglios
ndo h& uma barreira neurovascular efetiva, moléculas com alto peso
molecular podem difundir-se através desse tecido, predispondo os neurdnios
dos ganglios da raiz dorsal a danos celulares e inducdo do aumento da
expressdo de RNA mensageiro de TRPAL, TRPM8 e TRPV1 (CAROZZ] et
al., 2015).

Em modelos animais de dor neuropatica induzida por oxaliplatina,
mostrou-se que este quimioterapico ocasiona um actmulo de aluminio nos
neurdnios dos ganglios da raiz dorsal, sendo esse fator um potencializador
da neuropatia da oxaliplatina, uma vez que o aluminio por si s6 é um agente
neurotoxico. O aluminio pode causar ruptura de microtibulos,
hiperfoforilagdo de neurofilamentos, inibi¢do de enzimas antioxidantes e
aumento da apoptose e necrose celular. A administracdo de aluminio num
grupo de animais tratados com oxaliplatina aumentou os niveis de expresséo
de TRPAL quando comparado ao grupo que recebeu somente oxaliplatina.
Assim, o acUmulo de aluminio no corpo pode exacerbar o efeito
neurotoxico da oxaliplatina e agentes quelantes de aluminio poderiam
reverter esses efeitos sinérgicos entre essas duas substancias (PARK et al.,
2015).

A ativacdo de TRPA1l por ERO e metabdlitos de drogas
platinantes contribui para a hipersensibilidade mecénica e ao frio. Ndo
parece haver uma ativacdo direta de metabolitos da oxaliplatina em
receptores TRPMS8, porém, eles participam da neurotoxicidade estimulado
pelo frio da oxaliplatina como demonstrado na analise de animais com
deplecdo génica para o receptor TRPMS8. Alguns estudos também
evidenciaram o envolvimento de TRPV1 na hiperalgesia ou alodinia
provocada pela oxaliplatina (ZHAO et al, 2012).
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Papel do estresse oxidativo.

Varias linhas de evidéncia sugerem a relagdo entre a
neurotoxicidade da oxiplatina e o estresse oxidativo, e que é corroborado
pelo fato de que vérios agentes antioxidantes demonstraram redugéo nos
sintomas neuropaticos em modelos pré-clinicos e na pratica clinica.

A deficiéncia no equilibrio oxidativo estd estreitamente
relacionado com a dor neuropéatica. No entanto, 0 exato mecanismo de
producdo de EROs ap0s tratamento com a oxaliplatina permanece pouco
compreendido. Como a oxaliplatina ndo possui propriedades oxidativas
diretas, é através de uma desregulacdo do balango oxidativo mediado pela
célula neuronal que este quimioterapico causa sua neurotoxicidade. TRPA1
é um sensor tanto de stress oxidativo como do frio e estd implicado na
hipersensibilidade ao frio através de eventos do estresse oxidativo. O papel
de TRPA1 como um sensor eletrofilico e de componentes reativos como os
gerados no metabolismo oxidativo em locais de dano tissular e inflamacéo
esta solidamente estabelecido. A oxaliplatina se acumula principalmente em
figado, rins e neurdnios do ganglio da raiz dorsal (CAROZZI et al., 2015).

O estresse oxidativo mitocondrial com lipoperoxidagéo, formacéo
de carbonil-proteinas e de radicais hidroxila pela reacdo de Fenton pode
comprometer a integridade do parénquima hepético. Produtos gerados no
estresse oxidativo apds exposicdo a oxaliplatina ativam TRPA1, produzem
respostas nociceptivas e inflamacgéo neurogénica. Acetil-L-carnitina, cido a
lipoico e vitamina C inibiram a hiperalgesia da oxaliplatina em ratos. As
espécies reativas de oxigénio também modulam os canais i6nicos de sddio
influenciando a sensibilidade dos nociceptores. A oxaliplatina também
produz efeitos deletérios nas mitocondrias dos ax6nios ocasionando uma
alteracdo no transporte de elétrons na sua membrana e diminuicdo da
producdo de energia nos neur6nios do ganglio da raiz dorsal. Esse efeito
danoso em mitocOndrias inicia a geracdo de espécies reativas de oxigénio
com potencial efeito téxico celular (TABASSUM et al., 2015).

O aumento patoldgico das espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio apds uso da oxaliplatina causam alteragdo de biomoléculas
intracelulares como enzimas, proteinas e lipidios que pode levar a
desmielinizacdo, desestruturacdo do citoesqueleto neuronal e sensibilizacdo
de processos de transducdo do sinal de neurdnios. As espécies reativas de
oxigénio também ativam vias de apoptose e aumentam a producdo de
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mediadores pro-inflamatérios. A oxaliplatina forma ligacdes cruzadas com
0 DNA mitocondrial que ndo podem ser reparados, pois as mitocondrias ndo
expressam sistemas de reparo. Essa ligacdo DNA-platina impede a
replicacdo mitocondrial e sua transcricdo com consequentes erros funcionais
na cadeia respiratéria (CANTA et al., 2015).

A curcumina, um composto polifendlico isolado da Curcuma
longa e a quercitina, um flavonoide polifendlico presente em plantas
modula a disfuncdo mitocondrial induzida pela oxaliplatina em ratos. O
efeito antioxidante e anti-nociceptivo destes flavonoides também é
verificado nos testes comportamentais de diminuicdo da hipersensibilidade
mecénica e ao frio, bem como na diminuicdo da expressdo do fator de
transcrigdo nuclear c-Fos em neurbnios da coluna dorsal da medula
espinhal. A coloragdo imunohistoquimica para c-Fos tem sido um marcador
atil para indicacdo de neuroplasticidade e dor neuropética (WASEEM, et al.
2016).

Duas organelas intracelulares, mitocdndrias e peroxissomos,
cooperam na manutencdo do estado oxidativo celular. Apesar da relacdo
entre as alteracbes mitocondriais provocadas pela quimioterapia e a
neuropatia estar bem estabelecida, o papel dos peroxissomos neste contexto
¢ pouco explorado. Os peroxissomos sdo organelas intracelulares
fortemente implicadas no metabolismo oxidativo. A descoberta da co-
localizacdo de catalase com oxidases que geram perdxido de hidrogénio nos
peroxissomos foi a primeira indicacdo da sua participacdo no metabolismo
de espécies reativas de oxigénio. O alto consumo peroxissomal de Oy, a
demonstragdo da producdo de perdxido de hidrogénio, superdxido, radicais
hidroxila e o6xido nitrico, bem como a descoberta de varias enzimas que
metabolizam essas substancias nos peroxissomos tornou essa organela uma
peca fundamental na produgdo e metabolismo de EROs nas células. No
sistema nervoso a importancia dessas organelas é evidenciada através de
doengas genéticas com desordens de peroxissomos levando a
desmielinizacdo, degeneragdo axonal e neuroinflamagdo. A ativacdo de
receptor nuclear PPARy aumenta a expressao e atividade da catalase que
transforma o peroxido de hidrogénio em agua e oxigénio no interior dos
peroxissomos. Recentemente agonistas do receptor PPARy demonstraram
ser potenciais agentes terapéuticos em uma ampla variedade de doencas
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neuroldgicas como doengas neurodegenerativas, traumas neurais, acidentes
vasculares cerebrais e doencgas desmielinizantes (LOURENCO et al., 2013).

Zanardelli et al. estudaram o envolvimento peroxissomal na
neurotoxicidade induzida pela oxaliplatina in vivo e in vitro. Em cultura de
astrocitos de ratos, a oxaliplatina aumentou o ndmero de peroxissomos,
contudo a expressdo e funcionalidade da catalase, a enzima antioxidante
mais importante em mamiferos, estava significativamente reduzida. A
incubacdo das células por 5 dias com o antagonista G3335 do receptor
PPARy induziu uma alteracdo similar nos peroxissomos, sugerindo uma
relacdo entre a sinalizagdo PPARY e a neurotoxicidade da oxaliplatina. O
agonista PPARy rosiglitazona reduziu os efeitos danosos tanto da
oxaliplatina como do G3335. Em modelos animais de dor neuropética da
oxaliplatina com ratos, a rosiglitazona amenizou a dor provocada por
estimulo mecénico e pelo frio. A rosiglitazona ndo alterou a morte celular
induzida pela oxaliplatina em cultura de células de céncer de colon HT-29.
Esses experimentos destacam o papel dos peroxissomos no dano neuronal
provocado pela oxaliplatina e sugerem a estimulagdo da via PPARy como
potencial candidata a contrapor-se a neurotoxicidade da oxaliplatina
(ZANARDELLI et al., 2014).

A oxaliplatina e também o paclitaxel causam um dano funcional
em mitocondrias de nervo periféricos que leva ao escape de elétrons da
membrana mitocondrial e consequente aumento da produgdo de espécies
reativas de oxigénio. SS-31 é um antioxidante dirigido as mitocondrias que
tem demonstrado atividade neuroprotetora numa variedade de doencas que
envolvem disfun¢do mitocondrial. Administragdo concomitante de SS-31
com oxaliplatina reduziu a hipersensibilidade ao frio, alodinia mecénica e
perda de fibras nervosas intraepidérmicas em modelos animais, mas ndo
reduziu esses achados uma vez j& estabelecidos. O mecanismo de
neuroprotecdo do SS-31 é através da diminuicdo da produgdo de EROs nas
mitocdndrias. A neuropatia aguda da oxaliplatina com a producéo de EROs
mitocondrial afeta diretamente receptores de potencial transitorio e canais
ibnicos de sodio e potassio dependentes de voltagem podendo ser
reversivel. Ja a geracdo continua de EROs na dor neuropatica cronica
induzida pela oxaliplatina leva a alteragdes estruturais neuronais que ndo
podem ser mais reversiveis com medidas que atenuem a produgdo destas
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio pelas mitocondrias (TOYAMA et
al., 2014).
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Envolvimento de caspases, MAP-quinases e proteina quinase C.

A oxaliplatina induz a apoptose neuronal através de caspases e por
ativacdo de proteinas da via MAP-quinases (MAPK), como p38 e ERK1/2.
A restauracdo da atividade fisioldgica da via das MAPK com fator de
crescimento  neurotréfico (NGF) e acido retinoico  mostrou-se
neuroprotetora contra a neurotoxicidade da oxaliplatina. Observou-se
também uma reducdo da hiperalgesia mecanica em animais tratados de
maneira concomitante com oxaliplatina e calfostina, um inibidor da proteina
quinase C (PKC) (SCUTERI et al., 2010).

A ativacio da PKC pela oxaliplatina induz a um aumento da
sensacdo dolorosa atraves de TRPA1L. Este quimioterapico também induz
alodinia mecénica atraveés do aumento de isoformas especificas da PKC e
sua fosforilacdo no talamo e area periquedutal cerebral. A oxaliplatina ainda
induz apoptose neuronal pela fosforilacdo das quinases ativadas por sinal
extracelular (ERK1/2 — MEK) em ganglios da raiz dorsal. A ativacdo de
ERK1/2 na medula espinhal foi observada na presenca de hiperalgesia e
alodinia. Estes achados sugerem que uma parte da fisiopatologia da
neuropatia da oxaliplatina é mediada pela PKC e ativa¢do de ERK1/2 no
cérebro e medula espinhal. Tamoxifeno, um modulador seletivo do receptor
de estrogénio, mostrou-se efetivo em reduzir a neuropatia induzida pela
oxaliplatina através da inibi¢cdo da via PKC/MEK/cFos em modelos com
camundongos. Também em modelos animais o inibidor de MEK
PD0325901 suprimiu a dor neuropética da oxaliplatina e potencializou o
efeito anti-tumoral deste quimioterdpico (TSUBAKI et al., 2015).

Transportadores de drogas transmembrana e receptor dopaminérgico
na neurotoxicidade da oxaliplatina.

O transporte da oxaliplatina para dentro das células dos neurdnios
sensoriais é realizado através dos transportadores de cobre tipo 1 (CTR1/2)
e ATP7A e B bem como de transportadores organicos de cations (OCTS).
Neur6nios expressando altos niveis de CTR1 facilitam o influxo de
oxalipaltina para dentro das células neuronais gerando o efeito tdxico do
quimioterépico. A funcdo adequada de OCT2 é necessaria para a toxicidade
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aguda da oxalipaltina e contitui-se de um regulador inicial do acimulo de
platina nos neurdnios (SPROWL et al., 2013).

O composto levo-tetrahidropalmatine (L-THP) foi isolado da
planta Corydalis yanhusuo usada na medicina tradicional chinesa como
analgésico com propriedades sedativas e hipnéticas por mais de 40 anos.
Em camundongos tratados com oxaliplatina a L-THP demonstrou um efeito
anti-hiperalgésico mecanico primariamente mediado pelo receptor D1 da
dopamina, pois a injecdo de um antagonista seletivo do receptor D1
(SCH23390) bloqueou significativamente o efeito antinociceptivo do L-
THP (GUO et al., 2014).

Envolvimento das células gliais.

Células gliais da medula espinhal contribuem para o
desenvolvimento de dor crénica em vérias condicBes como cirurgia,
inflamagdo e dano neuronal. O tratamento farmacol6gico que evita a
ativacdo glial, como a minocliclina e fluorocitrato, reduz a dor neuropatica.
A oxaliplatina, mediante o stress oxidativo, aumenta o nimero de micréglia
e astrocitos na coluna dorsal da medula espinhal com diminuigdo do limiar
de dor. A oxalipaltina também aumenta o nimero de canais intercelulares
nos astrocitos favorecendo sua ativagdo. A administracdo de carbenoxolona,
que inibe a formagdo dos canais intercelulares dos astrécitos, diminui a
hipersensibilidade mecénica induzida pela oxaliplatina e a ativagdo dos
astrdcitos. A neuropatia induzida pela oxaliplatina causa um aumento da
densidade glial com limitadas alteragdes morfolégicas (neurdnios
multinucleados e nucléolos excéntricos) no sistema nervoso central (YOON
etal., 2013).

Envolvimento do receptor 2 ativado por proteinase (PAR2).

E um modelo animal de neuropatia periférica induzida por
oxaliplatina em ratos verificou-se que a injecdo intratecal de um antagonista
PAR2, FSLLRY-NH,, e um antagonista TRPV1, i-RTX, diminuiram a
hiperalgesia mecénica e ao frio desses animais. A expressdo de PAR2 e
TRPV1 também estava aumentada no corno posterior da medula espinhal de
ratos que receberam a oxaliplatina quando comparados com controles.
FSLLRY-NH2 diminuiu a expressdo de TRPV1 e hipersensibilidade ao frio,



61

porém esses efeitos ndo foram observados com a injecéo intratecal de i-
RXT (CHEN et al., 2015).

Os niveis de substincia P e CGRP, dois importantes
neurotransmissores  envolvidos na  dor  neuropatica, estavam
significativamente aumentados no corno dorsal da medula espinhal de ratos
que receberam oxaliplatina e a injecdo intratecal de FSLLRY-NH2 e i-RXT
inibiu esse aumento. FSLLRY-NH2 teve um efeito maior nos niveis de
substancia P e CGRP do que i-RXT. Assim, a injecdo de oxaliplatina
aumenta a expressao das proteinas PAR2 e TRPV1 no corpo posterior da
medula espinhal bem como a liberagdo de substancia P e CGRP. Sugere-se
que TRPV1 e TRPAL seja uma via de sinalizacdo para PAR2 exercer sua
regulagdo sobre a dor neuropatica induzida pela oxaliplatina. A substancia P
e CGRP sdo neurotransmissores excitatorios e neuromoduladores que séo
liberados no corno dorsal da medula espinhal pelos aferentes sensoriais
primarios contribuindo para o desenvolvimento da alodinia e hiperalgesia
através da facilitagcdo da liberacdo de glutamato e aspartato pelos aferentes
sensoriais (CHEN et al., 2015).

Envolvimento de receptores da serotonina € noradrenalina.

Varios estudos demonstraram que a serotonina desempenha um
importante papel no controle da transmissdo nociceptiva. Esta monoamina
aumenta e reduz respostas nociceptivas dependendo do local do sistema
nervoso, tipo celular e subtipo de receptor que é ativado. A subunidade de
receptor 5-HT,c estd envolvida na modulacdo da dor neuropética e
plasticidade neuronal em modelos animais. Pacientes com dor neuropética
que experimentam controle da sua dor com escitalopram, um inibidor
seletivo da recaptacdo da serotonina, apresentam polimorfismo nos genes
que codificam o receptor 5-HT,c confirmando o envolvimento do receptor
da serotonina neste contexto clinico. Foi demonstrado que antidepressivos
inibidores da recaptacdo da serotonina diminuem a hiperalgesia mecénica e
hipersensibilidade ao frio induzida pela oxaliplatina. O tratamento com
oxaliplatina aumenta o nivel de RNA mensageiro do receptor 5-HTc € seu
nivel de expressdo proteica na medula espinhal e substancia cinzenta
periaquedutal o que é bloqueado pelo uso de drogas antidepressivas como
fluoxetina e citalopram (SOUZA et al., 2014).
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A fosfolipase A2 (PLA>) isolada do veneno de abelhas apresentou
efeito analgésico na alodinia provocada pelo frio e por estimulos mecanicos
em camundongos tratados com oxaliplatina. Neste modelo animal, a
deplecéo de noradrenalina bloqueou o efeito analgésico da PLA,, indicando
a participacdo noradrenérgica da via inibitoria descendente no mecanismo
de agdo da PLA,. O efeito da PLA; foi bloqueado por antagonistas a2 e ndo
al, caracterizando assim a via noradrenérgica a2 como alvo do mecanismo
de acdo da PLA; do veneno de abelhas na alodinia a frio e mecénica
induzida pela oxaliplatina (LI et al., 2015).

Envolvimento do receptor purinérgico P2X7 e citocinas pro-
inflamatdrias.

Mudltiplos subtipos de receptores purinérgicos como P2Xa, P2X7 e
P.Y1, estdo envolvidos em vias dolorosas tanto como iniciadores como
moduladores. Sdo receptores ionotropicos ativados por ATP mediando
influxo celular de célcio e s6dio bem como liberacdo de citocinas prod-
inflamatorias de células do sistema imune. O P,X7 esta assim envolvido em
doengas inflamatorias degenerativas, dor neuropética e inflamat6ria. Em
camundongos tratados com oxaliplatina, esta droga induz stress oxidativo
através da producdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio em
neurbnios resultando em perda do potencial transmembrana das
mitocOndrias e ativagdo do receptor P,X7 resultado em morte neuronal e dor
neuropética cronica (MASSICOT et al., 2013).

A exposi¢do do sistema nervoso central e periférico a oxaliplatina
induz a liberacdo de citocinas pro-inflamatodrias, principalmente TNF e IL-6
que participam da fisiopatologia da dor neuropatica. A liberacdo de IL-1f ¢
apenas discretamente aumentada neste contexto. Os macréfagos infiltrados
no tecido tumoral também sdo alvo da toxicidade da oxaliplatina com
producdo de radicais livres de oxigénio e nitrogénio sendo assim também
envolvidos na fisiopatologia da dor neuropatica deste quimioterdpico. Esses
macrdfagos tém aumento da atividade enzimatica COX-2 com consequente
maior producéo de prostaglandina E» que estimula nociceptores e aumenta
liberacdo de citocinas contribuindo assim para a génese da dor neuropaética.
A estimulacdo do receptor P2X7 durante o stress oxidativo causa a ativagao
da caspase-1 que em seguida cliva pro-IL-1p em IL-1B e também aumenta a
expressdo de COX-2 (ECHEVERRY et al., 2011).
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Envolvimento dos receptores NMDA (N-metil-D-aspartato).

O glutamato é um importante neurotransmissor excitatorio na
medula espinhal e os receptores NMDA estdo envolvidos na dor
neuropética. A subunidade NR2B do receptor NMDA localiza-se no corno
dorsal superficial da medula espinhal com envolvimento na transmissdo da
dor e papel importante na dor neuropatica. A NOS e é uma enzima da
cascata de transducdo da via NMDA, contribuindo para a incidéncia da dor
neuropatica. Em modelos animais com administracdo repetitiva de
oxaliplatina, hd um aumento da expressao da proteina e RNAm de NR2B na
medula espinhal culminando com alodinia mecénica. Antagonistas do
receptor NMDA e seletivos para NR2B revertem completamente o efeito
neurotoxico da oxaliplatina. A injecdo intratecal de L-NAME, um inibidor
inespecifico de NOS inibiu o comportamento doloroso em animais que
receberam oxaliplatina. O aumento da expressdo de NOS neuronal esta
nitidamente relacionado com o advento da alodinia mecanica induzida pela
oxaliplatina. Tanto o comportamento doloroso como a atividade da NOS
sdo revertidos pela injecdo intratecal de um antagonista seletivo (Ro25-
6981) para o subtipo NR2B do receptor NMDA. A ativagdo do receptor
NMDA aumenta a liberacdo de glutamato através da atividade da NOS,
criando um circuito de amplificagdo da transmissdo do sinal doloroso
(MIHARA et al., 2011).

Envolvimento do fator de crescimento neural (NGF) e substancia P.

Estudos experimentais implicam o ganglio da raiz dorsal como um
alvo importante da neurotoxicidade da oxaliplatina. O fator de crescimento
neural (NGF) é um fator neurotrofico que mantém fungBes neuronais,
promove sobrevida neuronal e serve de mediador da dor neuropéatica. A
expressdo de NGF esta significativamente aumentada no ganglio da raiz
dorsal apds injecdo intraperitoneal de oxaliplatina e esta relacionada com
hiperalgesia mecénica. A substancia P, um neuropeptideo liberado na
lamina superficial do corno posterior da medula espinhal esta envolvido na
transmissdo do estimulo nocivo com sensibilizacdo de nociceptores,
hiperalgesia e alodinia. Estudos imunohistoquimicos de camadas
superficiais do corno dorsal da medula espinhal revelam aumento da
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imunorreatividade da substancia P ap6s uma Unica injecdo intraperitoneal
de oxaliplatina. A terapia com laser de baixa intensidade mostrou-se eficaz
em modular a expressdo de TRPM8, NGF e substancia P em ratos que
receberam oxaliplatina (HSIEH et al., 2015).

Envolvimento de receptores opidides.

Agonistas de receptores opioides p, como a morfina, oxicodona e
fentanil, sdo prescritos para o controle da dor de moderada a severa
intensidade, tendo perfis analgésicos diferentes em situagdes clinicas
diversas. Os agonistas opioides p geralmente ativam a proteina Gi/o seguido
de multiplas vias de sinalizacdo como inibicdo de canais de calcio
dependentes de voltagem, ativacdo de canais de potassio dependentes de
voltagem e ativacdo de canais de potassio corretores de fluxo de
internalizagdo (GIRK). Dentre esses, a via GIRK é importante no
mecanismo antinociceptivo. Estudos clinicos recentes mostraram que a
oxicodona é efetiva no tratamento da alodinia mecénica induzida pela
oxaliplatina, enquanto a antinocicep¢do do fentanil é incompleta. Inibidores
dos canais GIRK, como o tertiapinQ, bloquearam o efeito analgésico da
morfina e oxicodona em ratos submetidos ao tratamento com oxaliplatina.
Sendo assim, a ativacdo dos canais GIRK é fundamental para o efeito
analgésico dos agonistas opioides na neuropatia induzida pela oxaliplatina.
O efeito antinociceptivo da morfina é mediado primariamente a nivel
espinhal enquanto da oxicodona é supraespinhal provavelmente devido a
diferentes padrdes de ativacdo da proteina G. A morfina inibe neurdnios da
via dorsal ascendente através da ativacdo de canais GIRK, j& a oxicodona
ativa as vias descendentes em modelos animais de neurotoxicidade da
oxaliplatina. O efeito analgésico incompleto do fentanil na dor neuropatica
da oxaliplatina pode ser explicado pela ativagdo de outro subtipo de
proteina G, como Gq e também por ocasionar maior internalizacdo de
receptores | em comparagdo com morfina e oxicodona (KANBARA et al.,
2014).
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3.4 Receptores ativadores da proliferacéo de peroxissomos (PPARS):

No campo da biologia molecular, os receptores ativadores da
proliferacdo de peroxissomos séo receptores nucleares proteicos que
funcionam como fatores de transcri¢do na regulacéo da expressao de genes.
PPARs desempenham um papel importante na regulacdo da diferenciacédo
celular, metabolismo de carbohidratos, lipideos e proteinas bem como na
génese de tumores em organismos superiores (Figura 7). PPARs interferem
na expressdo de proteinas e vias de transducdo de sinais como Raf e PIsK
que tém efeitos proliferativos, angiogénicos e de desdiferenciacéo celular
tornando-os um alvo promissor no bloqueio da carcinogénese (ASATI et al.,
2014).

PPARs séo classificados de acordo com a estrutura molecular em
trés tipos: PPARa, PPARB e PPARy. PPARa, o primeiro a ser identificado,
é principalmente expressado em tecidos com alta taxa de beta-oxidacéo
como figado, rins, coracdo e musculos. PPARY, por sua vez, é expressado
em alto nivel no tecido adiposo. Todas as isoformas de PPAR necessitam de
heterodimerizacdo com o receptor retinoide X (RXR) para uma efetiva
ligacdo com o DNA e posterior atividade de transcricdo. O complexo
PPAR/RXR liga-se a uma regido especifica do DNA chamada de elemento
de resposta de proliferacdo de peroxissomos (PPREs) regulando a
transcricdo de genes especificos (ASATI et al., 2014).

PPARs também estdo envolvidos na funcdo e biogénese
mitocondrial. A quantidade e atividade das mitocondrias sdo controladas
por fatores de transcri¢do, dentre eles o PGCla que € o cofator la de
PPARy abundantemente expresso em tecidos que demandam alta energia.
Induzido por exposi¢do ao frio, jejum e atividade fisica, PGCla regula o
metabolismo oxidativo mitocondrial ativando genes envolvidos no ciclo do
acido tricarboxilico, beta-oxidacdo de &cidos graxos, fosforilagcdo oxidativa
bem como biogénese mitocondrial (FAN et al., 2015).
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Figura 7 — Ativagdo de PPAR e efeitos biol6gicos

Acid Tiazolidinedionas:
F'(l:)l t:S graxos Membrana celular rosiglitazona,
ibratos pioglitazona,
troglitazona,

< Leucotrieno B4
Acidos graxos

Prostaciclinas 15d-PGJ2

PPARGI R®) PPARY
(RAR) RXR
Nucleo

Regulagéo génica

PPAR B/&
Metabolismo
lipidico PPAR Y
Anti-inflamatério Armazenamento lipidico
PPARa Anti-oxidante Diferenciagéo do tecido

I— Anti-proliferativo  (¢] adiposo

Oxidagdo ds acidos;graxos Sensibilidade a insulina

(figado, coragéo, rins, musculo esquelético)

Esquema mostrando a ativacdo de PPAR como heterodimero com o receptor
retinoico (RXR), e sua ligacdo ao elemento de resposta do PPAR (PPRE). Efeitos
metabdlicos classicos de PPARa e PPARY s3o apontados.

Adaptado de Schiffrin et al., 2003.

PPARs sdo ativados por acidos graxos da dieta e eicosanoides
gerando diferentes agdes fisiologicas. PPARy ¢ uma molécula importante
para a diferenciacdo de adipdcitos sendo extensamente expresso nesse
tecido. PPARy também ¢é expresso em células tumorais podendo inibir sua
proliferacdo quando ativado por ligantes de alta afinidade provavelmente
através da interagdo com inibidores das quinases ciclina-dependentes.
Assim, as TZDs também possuem efeitos anti-neoplasicos como indugdo do
apoptose, inibicdo da progressdo do ciclo celular e diferenciacdo
(GORNIAK et al., 2014). Foi demonstrado, in vitro, que a pioglitazona
ativou funcionalmente PPARy em trés linhagens celulares de carcinoma
cervical relacionado ao virus do papiloma humano (HPV), reduzindo sua
taxa de proliferacdo (WUERTZ et al., 2017).
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3.4.1 Glitazonas:

Glitazonas, também chamadas de tiazolidinedionas (TZDs), sdo
substancias quimicas com um anel heterociclico derivadas da tiazolidina
introduzidas no final dos anos 1990 para o tratamento do diabetes mellitus
tipo 2. Seu mecanismo de acdo ocorre através da ativacdo de receptores
ativadores da proliferacdo de peroxissomos (PPARs) com méaxima
especificidade para PPARy, regulando os genes que controlam a
homeostase da glicose e 0 metabolismo dos lipideos. As TZDs consistem de
anéis de tiazolidina de 5 membros com grupos carbonil nas posicdes 2 e 4 e
dois heterodtomos que sdo o nitrogénio e enxofre (figura 8). Varias
substituicGes podem ocorrer nas posi¢des 3 e 5 porém as substitui¢des na
posi¢do 2 ocasionam as maiores modificacBes estruturais e funcionais das
glitazonas. Devido a sua natureza diversa e pleiotrdpica, as TZDs tém uma
grande variedade de atividades farmacologicas que incluem: anti-
hiperglicemiante, antimicrobiana, antiviral, antioxidante, inibicdo da alfa-
glicosidase, antineoplésica, anti-inflamatéria, inibicdo de ciclooxigenase,
anti-hiperlipidemiante, neuroprotecéo, entre outras (NAIM et al., 2017).

Figura 8 — Estrutura quimica do anel tiazolidinediona.
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Fonte: Adaptado de Thangavel et al., 2017.

Devido a ampla acdo farmacoldgica, as glitazonas séo alvo de
intensa pesquisa com intuito de tornd-las mais seguras e com melhor
potencial terapéutico. As TZDs diferem entre si de acordo com a
substituicdo no carbono 5 (figura 9). Ciclitazona é o protétipo de todas as
glitazonas, porém, nunca foi aprovada para o uso em diabetes mellitus
devido a sua fraca atividade clinica. A troglitazona foi a primeira TZD
aprovada como anti-diabético em 1997, demonstrando efeitos na redugdo
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dos niveis de glicose, sensibilidade aumentada a insulina e diminuigdo da
concentragdo de cidos graxos livres, porém foi retirada do mercado devido
a hepatotoxicidade. A rosiglitazona teve seu uso suspenso na Europa devido
ao aumento da morbidade cardiovascular. A pioglitazona, a terceira
glitazona com efeito hipoglicemiante, tem seu uso restrito devido ao
aumento da incidéncia de cancer de bexiga. A quarta substanica,
rivoglitazona, ainda encontra-se em investigacdo clinica. A toxicidade das
glitazonas ocorre devido a acdo pleiotropica desses agonistas PPARy e
ativacdo cruzada de outras vias de sinalizacdo celular. Além do tratamento
do diabetes mellitus, as glitazonas tém sido exploradas no tratamento do
cancer devido a sua acdo na proliferacdo celular, uma vez que existe um
aumento da expressdo dos receptores PPARy nos tecidos neoplasicos
(FROHLICH et al., 2015).

Figura 9 — Formulas quimicas das TZDs mais comuns.
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Fonte: Frohlich et al., 2015.

Estudos com células de linhagem humana demonstraram que as
glitazonas regulam mediadores de sinalizacdo celular dependentes de
PPAR, como p21, p27, ciclina B, ciclina D1, ciclina E, quinase dependente
de ciclina 2 (CDK2), CDK4, caderina-E, claudina-4, metaloproteinases 2 e
9 (MMP-2 e MMP-9) regulando assim a invasdo celular e inibicdo da
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progressdo do ciclo celular. As TZD também induzem apoptose através da
estimulacdo de fatores apoptdticos como p53, PTEN e Bax e inibindo
fatores anti-apoptoticos como Bcl-2/Bcl-x e survivina, bem como atuam na
regulacdo da producdo de espécies reativas de oxigénio num modo PPAR
dependente e independente. Ainda através de ativacdo PPARYy, as glitazonas
regulam a funcdo de varias enzimas e receptores, entre eles, aldose redutase,
fosfoinositol-3-quinase (PIsK), MAPK, COX-2, fator de crescimento
relacionado a insulina tipo 1 (IGF-1) e histona deacetilase (AMREEN et al.,
2015).

3.4.2 Envolvimento de glitazonas, peroxissomos e PPARs na dor
neuropética:

Peroxissomos tem funcdes protetoras sobre as células glias contra
o efeito danoso do perdxido de hidrogénio nos neurdnios. AlteracBes de
peroxissomos resultam em les6es do sistema nervoso. Em cultura priméria
de astrocitos o antagonista de PPARy GW9662 diminuiu a atividade da
catalase, a mais importante enzima antioxidante nos peroxissomos. G3335,
um antagonista reversivel de PPARy reduz tanto a atividade como a
expressdo da catalase, sendo esse efeito abolido pela rosiglitazona. Este
antagonista também reduz a atividade da glutationa redutase. Pressup&e-se,
assim, que agonistas de PPARy tenham efeito neuroprotetor em desordens
neurodegenerativas através do aumento da produgdo de catalase
(MANELLI et al., 2014).

O peréxido de hidrogénio é descrito como uma espécie reativa de
oxigénio, no entanto, ele ndo possui elétrons ndo pareados. Ele é formado
pela reacdo de dismutacdo do anion superdxido. Apesar de peroxido de
hidrogénio ndo ser por si sd deletério, sua conversdo através da reacdo de
Fenton catalisada por ions metais gera o radical hidroxila, provavelmente o
mais reativo e toxico radical livre de oxigénio. A catalase é uma enzima
peroxissomal que contém um anel heme e que produz a quebra de peréxido
de hidrogénio em oxigénio e dgua constituindo uma importante defesa
antioxidante. O alto consumo de oxigénio pelos peroxissomos, bem como a
demonstracdo de producdo de perdxido de hidrogénio, superéxido, radical
hidroxila e 6xido nitrico e a descoberta de varias enzimas que metabolizam
esses radicais da suporte a importancia dos peroxissomos como uma
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organela responsavel tanto pela producdo como metabolizagdo de espécies
reativas de oxigénio na célula. O peroxido de hidrogénio consegue se
difundir pela membrana do peroxissomo, deixando assim a organela e
causando lesdo de outros componentes celulares. Peroxissomos e
mitocondrias séo ligados fisica e metabolicamente, tanto que um distarbio
do metabolismo peroxissomal ativa eventos sinalizadores para o incremento
do stress mitocondrial (SCHRADER et al., 2006).

Doencas genéticas classificadas como desordens da biogénese de
peroxissomos e deficiéncias isoladas de enzimas peroxissomais implicam
em severa desmielinizacdo, degeneragdo axonal e neuroinflamacdo que
resulta numa variedade de anormalidades neuroldgicas o que d& base ao uso
de agonsita PPARy como as glitazonas no tratamento destas condigdes
nosoldgicas como doenca de Alzheimer, doenga de Parkinson, esclerose
lateral amiotrofica, doenga de Huntington e danos isquémicos (MANELLI
etal., 2014).

Eventos que induzem dano neuronal ativam células gliais na
medula espinhal que expressam uma variedade de receptores para
neurotransmissores e neuromoduladores. Essas células também produzem e
liberam numerosas moléculas sinalizadoras que contribuem para a
sensibilizacdo central e dor crénica. Agonistas PPARy reduzem a ativacao
glial in vitro e in vivo no cérebro e na medula espinhal levando assim &
reducdo da dor (NAIM et al., 2017).

Morgenweck et al. (2013) mostraram em modelo animal de leséo
neuronal isolada que a administragdo prévia oral ou intraperitoneal de
pioglitazona diminuiu os sinais comportamentais de hipersensibilidade
mecanica e ao frio. Este efeito também foi observado quando a glitazona foi
administrada somente ap6s a inducdo da lesdo neuronal (MORGENWECK
et al.,, 2013). Num outro modelo animal com ligacdo parcial do nervo
ciatico, a administragdo prévia de rosiglitazona atenuou o desenvolvimento
da hipersensibilidade mecénica (TAKAHASHI et al., 2011).

Portanto a administracdo de glitazonas pode evitar o
desenvolvimento da dor neuropatica bem como atenuar a dor ja
estabelecida. A diminuicdo da hipersensibilidade apds lesdo neuronal
perdurou por 1 semana apés o término da injecdo de pioglitazona; como a
meia vida desta glitazona é de 8-9 horas, infere-se que esse efeito é
associado a ativagao do receptor PPARy com subsequente fungdo de fator
de transcricdo. Foi demonstrado também que a injecdo do antagonista
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PPARy GW9662 aboliu o efeito sobre a alodinia e hipersensibilidade da
pioglitazona no modelo animal de lesdo neuronal. No cenario de leséo
neuronal, o aumento da expressdo de ERK na medula espinhal emerge
como um robusto marcador de sensibilizagdo neuronal. Mostrou-se que a
pioglitazona reduz a expressdo de ERK apds lesdo neuronal isolada em
ratos. A imunorreatividade para PPARy também ¢é expressa na micrdglia e a
pioglitazona diminui a ativacdo microglial evidenciado através da
diminuicdo de expressdo de p38 e CD11b que sdo marcadores de ativacéo
da micrdglia espinhal. A ativacdo de astrdcitos contribui para a manutencéo
da hiperalgesia apos dano neuronal ¢ PPARy ¢ expresso nestas células a
nivel cerebral e espinhal. A pioglitazona diminui a atividade dos astrdcitos
no contexto de dano neural verificado através da diminuicdo da
imunorreatividade para a proteina glial fibrilar acida (GFAP). N&o houve
desenvolvimento de tolerdncia analgésica durante a administracdo
prolongada da pioglitazona, o que difere de analgésicos opioides
(MORGENWECK et al., 2013).

Também em um modelo animal com ratos submetidos a transec¢ao
de ramos tibiais e fibulares do nervo ciatico e que receberam injecdo
intratecal de rosiglitazona, foi observado uma diminuicdo da
hipersensibilidade mecénica e ao frio. A administracdo concomitante de
BADGE, um antagonista PPARy reverteu o efeito da rosiglitazona
indicando um efeito mediado por este receptor. A reducdo da dor
neuropética foi observada ja durante os primeiros 60 minutos apds
administracdo da glitazona, 0 que sugere a ocorréncia de fenémenos néo
gendmicos como parte da a¢do da TZD no efeito antialgico. Foi detectado
nesses animais niveis de RNAm para PPARy na medula espinhal, 1-12
vezes menor que o nivel no figado e baco. No entanto, similar ao nivel
cerebral. A proteina PPARy, com aproximadamente 67 kD foi detectada na
medula espinhal. Em animais sem lesdo neuronal, a rosiglitazona néo
alterou a coordenacdo motora, limiar de von Frey ou limiar de retirada ao
estimulo térmico. Concluiu-se que drogas que tenham como alvo PPARY na
medula espinhal constituem um importante arsenal no manejo da dor
neuropatica (CHURI et al., 2008).

Griggs et al. (2016) realizaram um experimento utilizando ratos
Zucker obesos e diabéticos e comparam com um grupo controle de raros
Zucker magros. Os ratos obesos apresentaram glicemias elevadas, aumento
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do nivel de hemoglobina Alc, hiperinsulinemia, hiperalgesia mecanica e
térmica na pata posterior e aumento da expressdo de ERK na regido lombar
da medula espinhal. Quando submetidos ao tratamento por 7 semanas com
pioglitazona 30 mg/kg/dia na racdo, houve reducdo da glicemia, da
hemoglobina Alc, da hiperalgesia, bem como dos niveis de expresséo de
ERK. Devido ao fato da pioglitazona oferecer um efeito combinado na
reducdo da hiperglicemia, hiperalgesia e sensibilizacdo central, esta droga
representa uma atrativa opcdo terapéutica no tratamento de pacientes com
diabetes tipo 2 e dor neuropatica associada. A normalizacdo dos niveis
glicémicos ndo pode, por si s, reverter os efeitos neurotéxicos da
hiperglicemia prolongada que contribui para a neuropatia periférica
(GRIGGS et al., 2016).

Além da reducdo da dor neuropética através da atuacdo da TZD em
nivel de sensibilizacdo central, varios estudos demonstram que as glitazonas
podem atuar inibindo mecanismos periféricos de dor neuropética cronica.
Sabe-se que o receptor PPARy ¢é expresso no nervo ciatico. Por sua vez as
TZDs séo capazes de diminuir a hiperalgesia, a expressao de citocinas pro-
inflamatorias e a infiltragdo macrofagica no nervo ciatico ap6s lesdo
neuronal. A pioglitazona reduz a infiltragdo de macro6fagos e a expressdo de
ERK fosforilado no nervo ciatico em modelos de rato com diabetes
induzido por estreptozocina. A co-administracdo de rosiglitazona e
resolvina D1 no sitio de incisdo na pata posterior de camundongos
diabéticos reduz a hiperalgesia mecénica e induz a promogdo de um
fenétipo M2 dos macrofagos. A pioglitazona reduz o comportamento algico
também em animais normoglicmicos. Novas TZDs ou terapias
relacionadas devem surgir para contrapor os riscos do uso da pioglitazona
em humanos, principalmente o cancer de bexiga (SAITO et al., 2015).

A falha das medidas terapéuticas atuais em tratar a dor neuropatica
causada pela quimioterapia reflete a falta de conhecimento sobre as bases
biomoleculares desta neuropatia. Ja& foi previamente identificado em
modelos de dor neuropética induzida pela oxaliplatina em ratos que a
disfuncdo do sistema oxidativo esta relacionada com o dano ao sistema
nervoso e surgimento de dor neuropética. Como a oxaliplatina ndo possuli
efeitos oxidativos diretos, o stress oxidativo é devido a uma alteracéo
celular no metabolismo das espécies reativas de oxigénio. Ap6s tratamento
com a oxalipaltina, as mitocondrias sofrem modificagdes morfoldgicas e
funcionais (ZANARDELLI et al., 2014)
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Menos evidente nesse processo toxico da oxaliplatina é o papel dos
peroxissomos, que sdo também importantes no metabolismo oxidativo
celular, juntamente com cooperagdo das mitocondrias. Em culturas com
astrocitos a exposigdo a oxaliplatina houve aumento no nimero de
peroxissomos nestas células, pois eles sdo capazes de responder a mudancgas
fisiologicas que ocorrem nas células podendo adaptar-se em termos de
namero, morfologia, conteldo enzimatico e fungdes metabolicas. A
oxaliplatina reduz os niveis de catalase nos astrécitos em cultura que sao
menos susceptiveis ao dano oxidativo do que os neurdnios. Em modelos
animais de dor neuropatica induzida pela oxaliplatina também ocorre
reducdo dos niveis de catalase nos ganglios da raiz dorsal e medula
espinhal. Estes dados sugerem a participacdo dos peroxissomos no stress
oxidativo provocado pela oxaliplatina tanto em astrocitos em meio de
cultura como no tecido nervoso de animais neuropéticos (RIBEIRO et al.,
2012).

A alteracdo da catalase induzida pela oxaliplatina, em termos de
atividade e expressdo, é comparada a provocada pelo bloqueio
farmacoldgico com o antagonista seletivo e reversivel de PPARy G3335. O
PPARy ¢é expresso tanto em neurdnios como em células da glia e sua
estimulacdo os protege contra o dano oxidativo associado ao aumento da
atividade enzimatica da catalase. A oxaliplatina tem um efeito direto na
maquinaria peroxissomal. A rosiglitazona reduz a falha enzimética da
catalase provocada tanto pela oxaliplatina como pelo G3335, bem como
normaliza o nimero de peroxissomos. A manutencdo das propriedades
defensivas da catalase pela rosiglitazona leva a um controle da dor
neuropatica. Pequenas doses de rosiglitazona sdo necessarias para o efeito
anti-neuropatico. No entanto, a cardiotoxidade da rosiglitazona impediram
seu emprego clinico, sendo retirada do mercado nos EUA e Europa. E
importante enfatizar que ndo ha interagdo dos agonistas PPARy com o
efeito letal da oxaliplatina em células HT-29 de céancer de colon humano.
Assim, a neurotoxicidade da oxaliplatina altera a funcionalidade dos
peroxissomos, sendo esse fendomeno bloqueado pelos agonistas PPARy com
consequente controle da dor neuropéatica, mesmo com a utilizacdo de baixas
doses de glitazonas (ZANARDELLI et al., 2014).
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3.4.3 Glitazona em estudo:

Recentemente foi demonstrado o efeito protetor e terapéutico da
via de sinalizagdo PPAR na neurotoxicidade da oxaliplatina. Deste modo, o
desenvolvimento de novas tiazolidinedionas-agonistas PPAR com
propriedades analgésicas na dor neuropatica induzida pela oxaliplatina tem
grande potencial (ZANARDELLI et al., 2014).

Obstaculos na descoberta de novos farmacos incluem a
identificacdo de compostos agonistas PPAR bioativos com boa
biodisponibilidade oral, com baixa toxicidade e grande efeito
antinociceptivo. As TZDs podem diferir entre si pela quantidade e
qualidade de substituintes.

Moreira et al. (2017) sintetizaram 15 novas TZDs utilizando sua
estrutura heterociclica como grupo farmacoférico principal e utilizando
varios substituintes. O potencial analgésico destes compostos foi analisado
num modelo com camundongos submetido a inje¢do de oxaliplatina e
avaliacédo da hipersensibilidade mecanica pelo teste de von Frey. A estrutura
molecular da TZD utilizada sem substituintes mostrou baixa atividade
antinociceptiva. Quando foram adicionados substituintes apolares néo
houve melhora da atividade analgésica dos compostos. Pequeno incremento
no efeito foi evidenciado com a adicdo de um grupo fenil. A adicdo de
grupos polares como hidroxil ou nitro na estrutura da TZD aumentou a
atividade analgésica em modelos de hipersensibilidade mecanica em 48%.
A adicdo de halogénios como o flior, mas ndo o cloro, também levou &
melhora da antinocicep¢do. Uma significativa melhora na atividade
analgésica da TZD foi constatada quando dois substituintes foram
adicionados como grupos 3,4-dimetoxi, 3,4, dihidroxil e 3-metoxi-4-hidroxi
(MOREIRA et al., 2017).

O composto em estudo é o N-fenilbenzosulfonamida-4-[(Z)-(3-
benzil-2,4-dioxo-1,3-tiazolidin-5-ilideno)metil], com peso molecular de
450,530 Da, foi sintetizado no laboratério de sintese organica da UNIVALI
(figura 10).
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Figura 10 — Estrutura quimica da N-fenilbenzosulfonamida-4-[(Z)-(3-
benzil-2,4-dioxo-1,3-tiazolidin-5-ilideno)metil]
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MATERIAL E METODOS

4. Farmacos e reagentes

Nos experimentos deste estudo foram utilizados: oxaliplatina
(Libbs — SP), GW9662 (Sigma Aldrich, St. Louis, MO), pioglitazona
(Abbott do Brasil — SP), sulfassalazina (Apsen-SP), tetrametilbenzidina
(TMB), perdxido de hidrogénio (H202), fluoreto de fenil-metano-sulfonil
(PMSF), albumina de soro bovino (BSA), salina tamponada com fosfato
(PBS), cloreto de potassio, cloreto de sédio, fosfato dissddico, fosfato
monopotassico, &cido sulfdrico, aprotinina, hyamina, Tween 80 (Merck,
Germany), streptavidina-HRP, &gua miliQ, tampdo Tris HCL, &cido
etilenodiaminotetracético (EDTA).

4.2 Animais

Camundongos C57BL/6 machos foram acondicionados em
ambiente com ciclos de 12 horas de luz, 12 horas de escuriddo. Os
camundongos tiveram livre acesso & alimentacdo e agua durante o0s
experimentos. Cada grupo de estudo foi constituido de 6-10 animais para
assegurar a reprodutibilidade do experimento bem como diminuir as
possibilidades de falsos positivos e negativos. Os experimentos foram
conduzidos de acordo com a Diretriz Brasileira para o Cuidado e Utilizacdo
de Animais para Fins Cientificos e Didaticos — DBCA/ Brasilia 2013 do
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e
liberagdo sob CEUA 043/15p. Os experimentos foram realizados no periodo
de 8 a 17 h. Os animais foram mantidos na sala de cuidados do laboratorio
de farmacologia (209, bloco F6) em caixas de 20 cm x 30 cm com no
maximo 6 animais. Os camundongos passaram por um periodo de
ambientacdo de 7 dias no biotério do laboratério de farmacologia
experimental, bem como foram ambientados por 30 minutos na sala de
experimentacdo. Os animais que foram submetidos a processos cirdrgicos,
receberam como anestésico quetamina 5% e xilazina 2% (0,01 mL/g). Para
0s experimentos bioquimicos, foi utilizado o método de decapitagdo para o
sacrificio dos animais, pois este método conhecido como ex-vivo é o método
que menos altera a bioquimica neuronal. O Comité de Etica no Uso de
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Animais (CEUA) aprovou todos os procedimentos experimentais sob o
parecer 043/15p.

4.3 Rota de sintese da glitazona E1

O composto utilizado para o0s ensaios farmacologicos e
comportamentais neste trabalho foi N-fenilbenzosulfonamida-4-[(Z)-(3-
benzil-2,4-dioxo-1,3-tiazolidin-5-ilideno)metil] ( figura 8 ). Este composto
foi sintetizado a partir da adicdo de 0,180 g da glitazona N-
fenilbenzosulfonamida-4-[(Z)-2,4-dioxo-1,3-tiazolidin-5-ilideno)metil]  a
0,068 g de cloreto de benzila, a 0,075 g de carbonato de potassio e a 1 mL
de dimetilformamida num bal&o de 25mL. A reacéo foi realizada por micro-
ondas numa temperatura de 70 °C e poténcia de 300 W por 6 horas. O
produto da reacdo foi entdo vertido em &gua/gelo e filtrado a vicuo com
rendimento de 64%. Conforme resultado da cromatografia em camada
delgada, ndo foi necesséaria purificagdo. A sintese foir realizada pela
doutoranda Elaine Cristina Kormann.

4.4 Testes Comportamentais:

Os testes comportamentais representam os diferentes componentes
sensoriais da dor neuropatica e foram conduzidos antes (avaliacdo basal) e
ap6s a administracdo de oxaliplatina e substncias experimentais. Os
animais foram habituados uma semana antes do inicio dos experimentos.
Cada grupo experimental constar4 de 6-10 camundongos machos Black —
C57BL/6.

Sensibilidade ao Frio

A sensibilidade ao frio foi mensurada através do teste plantar ao
frio. Os camundongos foram colocados numa caixa plastica transparente (12
X 8 x 6 cm) com fundo de vidro temperado transparente de 6 mm e
habituados por 2,5-3 horas antes do experimento. Foi confeccionado um
probe com uma seringa de 5 ml contendo gelo seco triturado, sendo retirada
sua extremidade superior que entrard em contato com a superficie de vidro
gerando o frio necessario para o experimento. A coluna de gelo seco que sai
da extremidade superior da seringa toca o vidro na regido da pata posterior
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direita dos camundongos e o tempo de laténcia para a retirada da pata sera
aferida com um cronémetro. A laténcia para retirada é definida como
qualquer movimento da pata na placa de vidro em sentido horizontal ou
vertical. O tempo maximo permitido para a retirada foi de 20 segundos para
evitar lesdo tecidual pelo frio. Um intervalo de 15 minutos é realizado entre
as 3 afericdes no mesmo animal (BRENNER et al., 2012).

Sensibilidade mecanica

A sensibilidade mecanica foi mensurada pelo teste de von Frey. Os
camundongos foram colocados numa caixa plastica transparente (12 x 8 X 6
cm) com fundo de malha de arame e habituados por 30 minutos antes do
experimento. Um filamento de von Frey de 0,4 g toca na pele da regido
médio-plantar em cada pata por 10 vezes, com cada aplicagdo perdurando
por 3 segundos. O nimero de respostas de retiradas das patas ao filamento
de von Frey foi contado e dai expresso em porcentagem de resposta global.
Logo em seguida foi determinado o limiar de dor em gramas utilizando os
filamentos de von Frey (JOSEPH et al., 2009).

Sensibilidade ao estimulo quente

A hipersensibilidade térmica ao calor foi testada através do aparato
plantar de Hargreaves. Os animais foram acondicionados numa caixa
plastica transparente e um estimulo térmico com intensidade de energia de
38 unidades foi aplicado na pata traseira direita. O tempo para retirada da
pata foi aferido por um crondémetro conectado ao préprio aparato, sendo um
tempo maximo definido como 30 segundos. As aferi¢cbes foram realizadas
por 3 vezes em cada animal dos grupos (MCNAMEE et al., 2011).

Atividade locomotora

Com o objetivo de verificar alteragbes na atividade locomotora dos
camundongos tratados com a glitazona E1, realizou-se o teste de campo
aberto numa arena circular de acrilico de 60 cm de didmetro e 50 cm de
altura, com um piso dividido em 12 quadrantes. O nimero de cruzamentos
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realizados com as quatro patas foi quantificado durante uma sessdo de 6
minutos (ZIMCIKOVA et al., 2017).

4.5 Administracéo de oxaliplatina e GW9662:

Neurotoxicidade aguda: oxaliplatina (Libbs — SP) foi diluida em
solucéo de glicose a 5% para uma concentracdo de 0,6 mg/mL e foi injetada
por via intraperitoneal na dose de 6 mg/kg (LI et al., 2015). O grupo
controle recebera 0 mesmo volume de 20 microlitros de glicose 5% pela
mesma via de administracéo.

O GW9662 (Sigma Aldrich, St. Louis, MO), um antagonista
seletivo do receptor PPARy, foi administrado em camundongos na dose de
1 mg/kg por via intraperitoneal apds diluicdo com soro fisiolégico numa
concentragdo de 0,1 mg/mL no experimento de dor aguda induzida pela
oxaliplatina (MORGENWECK et al., 2013).

Neurotoxicidade crénica; oxaliplatina (Libbs — SP) foi diluida em
solucéo de glicose a 5% para uma concentragdo de 0,35 mg/ml e foi injetada
por via intraperitoneal na dose de 3,5 mg/kg duas vezes por semana por um
periodo de 4 semanas com 3-4 dias de intervalo entre as doses. Usando a
formula de Du Bois’s para calcular a superficie corporal humana, essa dose
é equivalente a 130 mg/m? por administracdo e a uma dose acumulada de
1080 mg/m? apds 8 ciclos (RENN et al., 2011).

4.6 Administragdo do composto E1, pioglitazona e sulfassalazina

A glitazona E1 foi administrada nas doses de 0,01 — 0,1 e 1 mg/kg,
diluida em soro fisiologico e injetada por via intraperitoneal concomitante
com a administracdo de 6 mg/kg de oxaliplatina durante o experimento de
hipersensibilidade aguda do quimioterapico ao frio para obtengdo de uma
curva dose-resposta. As drogas foram injetadas em lados opostos do
abdome.

Nos demais experimentos de toxicidade aguda, a dosagem da
glitazona E1 foi estabelecida em 1 mg/kg pela via intraperitoneal. Utilizou-
se uma solucdo-mde de glitazona E1 de 1 mg/mL diluido em soro
fisiologico.

A sulfassalazina 500 mg (Apsen — SP) e a pioglitazona 30 mg
(Abbott do Brasil SP) foram trituradas e diluidas com soro fisiologico para
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uma concentracdo final de 1 mg/mL e foram injetadas por via
intraperitoneal ambas na dosagem de 10 mg/kg em dose Gnica concomitante
com a oxaliplatina 6mg/kg no experimento de toxicidade aguda do
quimioterapico.

No experimento de hipersensibilidade cronica a oxaliplatina, a
glitazona E1 foi injetada na dose de 1 mg/kg i.p. concomitante a
oxalipaltina 3,5 mg/kg i.p. duas vezes por semana num total de 8 doses. Um
segundo grupo de animais recebeu oxaliplatina 3,5 mg/kg i.p. duas vezes
por semana num total de 8 doses e somente ap6s a oitava dose comecaram a
receber a glitazona E1 na dose de 1 mg/kg i.p. duas vezes por semana num
total de 6 doses. Os testes comportamentais foram realizados 24 horas, 48
horas, 7 dias, 14 dias e 21 dias ap0s a oitava dose de oxaliplatina, conforme
esquema ilustrado abaixo.
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4.7 Anédlise dos niveis de interleucina 1p e TNF:

Amostras de medula espinhal, nervo ciatico, cortex cerebral,
talamo, hipotalamo, hipocampo e pata foram coletados dos camundongos
do experimento de hipersensibilidade cronica induzida pela oxaliplatina.
Essas amostras foram estocadas a -80 °C. Os tecidos foram
homogeneizados em PBS contendo NaCl 0,4 M, PMSF 0,1 M, EDTA 10
mM, 0,05% de tween 20, 0,5% de BSA e 2 mg/mL de aprotinina. Os
homogenatos foram centrifugados a 3000 g por 10 minutos a 4 °C. Os
niveis de IL-1B e TNF foram aferidos através de Kit ELISA de acordo com
as recomendacdes do fabricante (R&D systems — Minneapolis USA). Os
experimentos foram realizados em triplicada e repetidos por duas vezes.

4.8 Determinagdo da atividade da catalase:

Amostras de pata, nervo ciatico, medula espinhal, figado e cortex
cerebral sdo homogeneizadas em tampéo fosfato de potassio 200 mM com
pH 6,5 que consta de 26,5 mL de K:HPO40,2 M e 73,5 mL de KH;PO4 0,2
M. Estas amostras foram obtidas de camundongos do experimento de
hipersensibilidade cronica da oxaliplatina.

As amostras foram preparadas em placas de microtitulacdo com 96
pocos com 10 pL da amostra tecidual e 140 pl da solu¢do mix que consta de
2,5mL de tampdo Tris-EDTA, pH 8 (Tris 1 mM e EDTA 5 mM), 47,4 mL
de 4gua mili-Q e 172,5 microlitros de 4gua oxigenada. A placa é entdo lida
em espectrofotdbmetro com comprimento de onda de 240 nm para
determinacdo da absorbancia de 1, 3 e 6 minutos de intervalo segundo
método de Beutler (OGNJANOVIC et al., 2012).

A atividade da catalase é determinada em unidades/grama de
tecido através do calculo:

A = AABS/min x diluigdo x volume da amostra
ExTe

Onde:

A = atividade da catalase em Unidades por grama de tecido
AABS = variagdo da absorbancia em 1 minuto

Te = tecido, em grama, na amostra

€ = coeficiente de extingdo molar de 0,071 nM1cm?
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4.9 Determinagdo sérica de parametros bioquimicos, citotoxicidade e
atividade da luciferase:

Amostras de sangue foram obtidas dos animais do experimento de
hipersensibilidade cronica induzida pela oxaliplatina a partir dos vasos
axilares. As amostras de sangue foram centrifugadas para separacéo do soro
que foi entdo congelado a temperatura de -20 °C. A andlise bioquimica da
glicose, creatinina, AST, ALT, colesterol total e triglicerideos foi realizada
no LEAC (Laboratério Escola de Andlises Clinicas) da Universidade do
Vale do Itajai. Parametros bioquimicos de camudongos C56BL/6 naive sdo:
glicose 185 + 15 mg/dL; colesterol 89 + 9 mg/dL; triglicerideos 100 + 10
mg/dL; AST 67,95 + 31,7 U/L; ALT 51,05 £ 26,7 U/L; creatinina 0,15 +
0,02 mg/dL (SANTOS et al., 2016 e ZHON et al., 2004).

Os experimentos de citotoxicidade em células HelLa e 3T3-L1, de
adipogénese em células 3T3-L1 e atividade da luciferase do gene reporter
GAL4PPARYy em células HelLa foi realizado em colaboragdo com o Dr.
Francisco de Assis Rocha Neves do Laboratdrio de Farmacologia Molecular
do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da Faculdade de Ciéncias da
Saude da Universidade de Brasilia.

Nos ensaios de citotoxicidade, células HeLa e 3T3-L1foram
tratadas com veiculo (DMSO) ou com concentragcfes crescentes do ligante
E1 (de 10 até 10* M). Apds 24 hs, as células foram incubadas com MTT,
sendo os dados apresentados como porcentagem de células vidveis.
Resultado de dois experimentos independentes realizados em replicatas de
8.

Nos ensaios de adipogénse, células 3T3-L1 foram induzidas a se
diferenciar em adipécitos com insulina 167 nM, dexametasona 1 puM e
isobutilmetilxantina 0,5 mM e tratadas com veiculo (DMSO), rosiglitazona
107 M (agonista total de PPARy), GQ-16 10° M (agonista parcial de
PPARY) ou com a glitazona E1 (de 10 até 10* M) por 48 horas. A seguir,
as células foram mantidas em meio de cultura com insulina 167 nM e
tratadas a cada 48 horas. No 15° dia de diferenciacdo, as células foram
fixadas, coradas com oOleo vermelho O (reagente que pigmenta 0s
triglicerideos de vermelho) e fotodocumentadas (registro de uma area de 9,5
cm?, e aumentos microscopicos de 5 e 10 vezes). Este resultado se
reproduziu em, pelo menos, dois experimentos independentes. As células
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foram diferenciadas por 48 ou 72 horas como descrito anteriormente e
coletadas para avaliagdo da expressdo do gene Fabp4 (Fatty acid binding
protein - marcador especifico de adipécitos) por PCR quantitativa em tempo
real. Os dados foram expressos como niveis de transcritos dos ligantes em
relacéo ao veiculo DMSO (MILTON et al., 2017).

Nos ensaios de transativacdo, células HeLa foram co-transfectadas
com o plasmideo contendo a sequéncia que codifica o receptor nuclear
quimérico constituido pelo dominio ligante de PPARy fusionado ao
dominio ligante de DNA do fator de transcricdo de leveduras GAL4, e com
o0 plasmideo GAL4-Luciferase, que possui o elemento responsivo do GAL4
fusionado ao gene repérter da luciferase. As transfecgdes foram realizadas
usando o reagente de transfeccdo FUGENE ® HD (Promega). As células
foram tratadas com o veiculo (DMSOQ), rosiglitazona 10-° M e concentragGes
crescentes do ligante E1. Um kit do ensaio do gene repdrter da luciferase
(Dual-Luciferase ® Reporter Assay System — Promega) foi utilizado para
medir a atividade da luciferase de acordo com as instru¢Bes do fabricante,
com um luminémetro. Cada experimento foi realizado em triplicata e o
resultado comparado com o veiculo onde * p<0,01 (SANTIN et al., 2013).

4.10 Quantificacdo de BH4

As amostras de urina foram precipitadas pela adi¢do de um volume
de 4cido metafosforico 5%, contendo ditioeritritol 6,5 mM (DTE). As
amostras foram centrifugadas a 16.000 x g durante 10 min a 4 °C. As
concentragdes de BH4 presentes no sobrenadante foram determinados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) acoplada a deteccdo
eletroquimica. Vinte microlitros foram injetados no sistema de HPLC. A
andlise foi realizada utilizando uma coluna de fase reversa Waters Atlantis
dC-18 Sum (4,6 x 250 mm), com um fluxo de 0,70 mL/min e uma eluicdo
isocratica de fosfato de s6dio 90 mM, acido citrico 50 mM, sddio 1-heptano
sulfonato 2,5 mM, &cido etilenodiaminotetracético 50 uM, cloreto de sédio
200 mM, 5% de acetonitrila, pH 3,0. A temperatura da coluna foi ajustada a
35 °C. A quantificacio de BH4 foram realizadas por um detector
eletroquimico (modulo 2465, Waters, Milford, USA) com uma voltagem de
+450 mV. Os resultados foram expressos em pmol/mol creatinina. AS
concetracdes de creatinina presentes na urina foram determinadas usando
um kit comercial (Pointe Scietific Inc., Canton, Michigan, Estados Unidos)
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e seguindo as recomendac0es técnicas do fabricante (LATREMOLIERE et
al., 2015). Esta analise laboratorial foi realizada em colaboragdo com a
Profa. Dra. Alexandra Latini no Laboratério de Bio Energética e Estresse
Oxidativo da UFSC.

4.11 Analise Histopatoldgica

Foram analisados rim, figado e coracdo dos grupos de
camundongos do experimento de hipersensibilidade aguda a oxaliplatina.
As visceras foram fixadas em formalina, que foi substituida por solugdo de
formaldeido a 10% tamponado e mantidas durante 10 dias até o dia da
analise macroscdpica e preparo para as amostras em incluséo de parafina.

Os rins foram seccionados no plano coronal, de forma a estudar
todas as suas areas (cortical e medular), alem de permitir a visualizacdo
macro e microscépica dos célices, mucosa calicial e pelve renal. De cada
rim, a duas metades foram utilizadas para inclusdo em parafina e depois
blocadas lado a lado, registradas como amostras naive, oxaliplatina,
oxaliplatina + E1, oxaliplatina + E1 + GW9662. Para cada animal foi
confeccionada uma lamina contendo cinco cortes histolégicos e separados
entre si por 9 micrémetros de espessura.

Os coragdes foram seccioandos no plano coronal de forma a
permitir a anélise das paredes atriais, ventriculares e dos septos inter-atrial e
inter-ventricular. As amostras foram preparadas de forma semelhante a
descrita para os rins.

Os figados foram seccioandos no plano sagital. De cada figado foi
retirado um fragmento de cada lobo e foram processados para a inclusdao em
parafina, blocados lado a lado. Foi entdo confeccionada uma lamina
contendo 5 cortes histoldgicos separados entre si por 9 micrometros de
espessura. As amostras foram preparadas de forma semelhante a descrita
para os rins.

A analise das amostras foi realizada individualmente por dois
médicos patologistas em dois microscopios Nikon, modelos Eclipse E200,
com oculares CFI 10X/20 e cinco objetivas planacromaéticas de 4, 10, 40 e
100X. A histopatologia foi realizada no CITOPREVE Consultoria em
Patologia na cidade de Jaragua do Sul/SC sob responsabilidade do Dr.
Antodnio Carlos Scaramello.
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Foram prioritariamente buscadas alteracfes gerais como infiltrados
inflamatorios, sinais de isquemia miocardica, necrose de fibras musculares
cardiacas, fibrose portal, dilatacdo sinusoidal, peliose, necrose e esteatose
hepaticas, alteracfes glomerulares, necrose e hemorragia tubular renal.

4.12 Analise estatistica

Os resultados dos experimentos foram apresentados como a média
+ erro padrdo da média (E.P.M.). As porcentagens de inibicdo foram citadas
como a média + o erro padrdo da média da diferenca entre as areas sob as
curvas obtidas para cada experimento individual em relacdo ao grupo
controle correspondente.

Para calculo da AUC das figuras X, y e z, todos os valores obtidos
foram substraidos de um valor arbitrario, de modo que as curvas ficassem
de maneira invertida.

A andlise estatistica dos dados foi realizada por meio de andlise de
variancia (ANOVA) de uma e duas vias com pos-testes de Bonferroni e
Newman-Keuls. Valores de p menores que 0,05 p<0,05) foram
considerados como indicativos de significancia. Todas as analises foram
realizadas utilizando o programa GraphPad PRISM®.
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5 RESULTADOS

5.1 Efeito do composto E1 e pioglitazona na hipersensibilidade aguda
ao frio induzida pela oxaliplatina:

No experimento de hipersensibilidade ao frio induzido pela
oxaliplatina, este quimioterapico reduziu significativamente o tempo de
laténcia ao estimulo térmico, sendo esse efeito revertido pela administracédo
concomitante da glitazona E1 na dose de 1 mg/kg i.p. como mostrado na
figura 11. O percentual de inibicdo da glitazona foi de 87,3 = 8,1%. A
pioglitazona administrada na dose de 10 mg/kg i.p. também reverteu o
efeito da oxaliplatina com percentual de inibicdo de 74 £ 7,8%. O efeito
inibitério do composto E1 e da pioglitazona sobre a hipersensibilidade ao
frio da oxaliplatina persistiu até o décimo quarto dia do experimento.

Figura 11 - Efeito sisttmico do composto E1 e pioglitazona na
hipersensibilidade aguda ao frio induzida pela oxaliplatina.
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6 mg/kg i.p., tratamento com oxaliplatina na dose de 6 mg/kg, i.p. concomitante com
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a glitazona E1 na dose de 1 mg/kg i.p. e tratamento com oxaliplatina na dose de 6
mg/kg i.p. concomitante com pioglitazona na dose de 10 mg/kg, i.p., todos no
primeiro dia do experimento. Os dados sdo expressos como a média + E.P.M. de 10
animais em cada grupo. A analise estatistica foi avaliada pelo teste ANOVA de uma
via seguida de pos-teste Bonferroni Os asteriscos indicam uma diferenca
significativa na laténcia ao frio onde *** significam p < 0,001 e ### difere
signicicativamente do grupo naive p < 0,001.

5.2 Efeito do composto E1 em trés diferentes dosagens na
hipersensibilidade aguda ao frio induzida pela oxaliplatina (curva dose-
resposta):

O efeito anti-hiperdlgico da glitazona no modelo de
hipersensibilidade aguda ao frio induzido pela oxaliplatina foi testado em
trés doses: 0,01, 0,1 e 1 mg/kg, i.p. Os percentuais de inibi¢do da glitazona
1 mg/kg foi de 92,8 £ 3,2%, glitazona a 0,1 mg/kg foi de 24,6 + 6,8% e na
dose de 0,01 mg/kg foi de 20,7 + 4,2%. Somente a dose de 1 mg/kg da
glitazona E1 reduziu a hipersensibilidade ao frio da oxaliplatina de maneira
significativa como mostra a figura 12.

Figura 12 - Efeito da glitazona E1 em trés diferentes dosagens na
hipersensibilidade ao frio induzida pela oxaliplatina.
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6 mg/kg i.p. e tratamento com oxaliplatina na dose de 6 mg/kg i. p. concomitante
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com a glitazona E1 nas doses de 0,01, 0,1 e 1 mg/kg i.p. no primeiro dia do
experimento. Os dados sdo expressos como a média + E.P.M. de 10 animais em cada
grupo. A analise estatistica foi avaliada pelo teste ANOVA de uma via seguida de
pos-teste Bonferroni. Os asteriscos indicam um aumento siginificativo na laténcia ao
frio no grupo de animais que recebeu a glitazona E1 na dose 1 mg/kg, i.p., onde ***
difere significativamente do grupo Oxaliplatina, onde p < 0,001 e ### difere
signicicativamente do grupo naive p < 0,001.

5.3 Efeito da glitazona E1 e do antagonista PPARy GW9662 na
hipersensibilidade aguda ao frio induzida pela oxaliplatina:

Com o objetivo de verificar a participagdo da via PPARy no
mecanismo de acéo da glitazona E1 na hipersensibilidade ao frio induzida
pela oxaliplatina, este experimento testou o efeito do antagonista GW9662
administrado concomitante ao composto E1. O composto GW9662 reverteu
de maneira significativa o efeito anti-hiperalgico da glitazona, evidenciando
o envolvimento da via PPARy no mecanismo de agdo da glitazona El
(figura 13).

Figura 13 — Efeito da glitazona E1 e do antagonista PPARy GW9662 na
hipersensibilidade aguda ao frio induzida pela oxaliplatina.
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(B). Os grupos foram constituidos de naive, tratamento com oxaliplatina na dose de
6 mg/kg i.p., tratamento com oxaliplatina na dose de 6 mg/kg i.p. concomitante com
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a glitazona E1 na dose de 1 mg/kg i.p. e tratamento com oxaliplatina 6 ma/kg i.p.
concomitante com glitazona E1 1 mg/kg i.p. e GW9662 1 mg/kg i.p. no primeiro dia
do experimento. Os dados sdo expressos como a média + E.P.M. de 10 animais em
cada grupo. A andlise estatistica foi avaliada pelo teste ANOVA de uma via seguida
de pos-teste Bonferroni Os asteriscos indicam uma diferenca significativa na
laténcia ao frio onde *** difere significativamente do grupo Oxaliplatina, onde p <
0,001 e ### difere signicicativamente do grupo naive p < 0,001.

5.4 Efeito da glitazona E1 em concentragdes crescentes na ativividade
da luciferase em células HelLa no experimento do gene repdrter da
luciferase:

Os dados apresentados na figura 14 sdo de cultura de células HeLa
tratadas com veiculo DMSO e concentragdes crescentes da glitazona E1.
ApoOs 24 horas as células foram incubadas com MTT. O grafico mostra a
viabilidade celular expressa em percentual de células viaveis demonstrando-
se nao haver citotoxicidade evidente do composto E1, o que permitiu dar
sequéncia ao experimento da atividade da luciferase com gene repérter
GAL4PPAR da glitazona E1.

Figura 14 — Efeito da glitazona E1 na viabilidade de células HelLa.
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Células HeLa (A) foram tratadas com veiculo (DMSO) ou com concenragdes
crescentes da glitazona E1 ( de 10 até 10* M). Apds 24h as células foram
incubadas com MTT. Os dados sdo apresentados como porcentagem de células
viaveis e resutados consitem de dois experimetnos independentes realizados em
replicatas de 8.
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A figura 15A demonstra a atividade de luciferase em células HelLa
submetidas a concentragbes crescentes (M) do composto E1. Na
concentragdo de 10 M da glitazona E1 ha aumento siginificativo da
atividade luciferase Gal4PPARy quando comparado ao veiculo (DMSO).

A figura 15B demonstra a atividade de luciferase em células HeLa
submetidas a concentragdes intermedidrias da glitazona E1 (entre 2,5 x 10°°
e 10 M) para verificar se ha formacdo de um plat6 na curva dose-resposta
(concentracdo do agonista versus resposta). Também verificou-se que a
glitazona E1 apresentou uma atividade de luciferase menor comparada a
rosiglitazona (agonista total de PPARY).

As figuras 15C e 15D demonstram a atividade de luciferase em
células Hela sunmetidas a concentracdes da glitazona E1 superiores a 10
M. Este ensaio evidenciou que a glitazona E1 comportou-se como um
agonista parcial de PPARy. A concentracdo de 103 M ndo foi solGvel no
meio no qual as células foram cultivadas.

Figura 15 — Experimento da atividade da luciferase com gene repdrter
GAL4PPAR da glitazona E1.
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Células HeLa foram co-transfectadas com o plasmideo contendo a sequéncia que
codifica o receptor nuclear quimérico constituido pelo LBD do PPARY fusionado ao
DBD do fator de transcricdo de leveduras GAL4 e com o plasmideo GAL4-LUC,
que possui o elemento responsivo do GAL4 fusionado ao gene repérter da
luciferase. As células foram tratadas com veiculo (DMSO), rosiglitazona (agonista
total de PPARY) ou com concentragdes crescentes do ligante E1. Resultados de, pelo
menos, trés experimentos independentes realizados em triplicata. * p < 0,01
(comparado ao veiculo).

5.5 Efeito da glitazona E1 na hipersensibilidade crénica ao frio
induzida pela oxaliplatina.

No modelo de dor crbnica a oxaliplatina foi administrada na dose
de 3,5 mg/kg i.p. duas vezes por semana durante 4 semanas, Oou Seja,
tratamento com 8 doses. Um grupo de camundongos recebeu a glitazona E1
na dose de 1 mg/kg i.p. concomitante a oxaliplatina e outro grupo recebeu
as mesmas doses de oxaliplatina, porém a glitazona E1 foi administrada
duas vezes por semana somente apds o término da administracdo das doses
do quimioterapico por um periodo de 21 dias. A glitazona concomitante
atenuou a hipersensibilidade ao frio que perdurou até o décimo quarto dia
do experimento. Ja a glitazona administrada a partir do término da
oxaliplatina diminuiu a sensibilidade da dor ao frio de modo significativo a
partir do décimo quarto dia do experimento. As diferengas temporais na
injecdo da glitazona E1 correspondem a estratégias de prevencao (glitazona
concomitante) e terapéutica (glitazona ap6s término da oxaliplatina) como
demonstrado na figura 16. O percentual de inibicho da glitazona
concomitante foi de 69,4 £ 4,5% e da glitazona ao final da oxaliplatina foi
de 35,9 * 4,5% durante o periodo de 21 dias.
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Figura 16 — Efeitos da glitazona concomitante e ao final da injecdo da
oxaliplatina no modelo de hipersensibilidade cronica ao frio induzida pela
oxaliplatina.
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Tempo de laténcia para retirada de pata direita traseira em segundos nos 4 grupos de
10 camundongos (A). AUC foi calculada até o vigésio primeiro dia do experimento
(B). Os grupos foram constituidos de naive, tratamento com oxaliplatina na dose de
3,5 mg/kg i.p.duas vezes por semana por 8 doses, tratamento com oxaliplatina na
dose de 3,5 mg/kg i.p. duas vezes por semana por 8 doses concomitante com a
glitazona E1 na dose de 1 mg/kg i.p. e tratamento com oxaliplatina 3,5 mg/kg i.p.
duas vezes por semana por 8 doses seguido de glitazona E1 1 mg/kg i.p. duas vezes
por semana apds término das injecdes de oxaliplatina, por 21 dias. Os dados sdo
expressos como a média + E.P.M. de 10 animais em cada grupo. A andlise estatistica
foi avaliada pelo teste ANOVA de uma via seguida de pos-teste Bonferroni. Difere
do grupo Oxaliplatina ** p < 0,01 e *** p < 0,001, difere significativamente do
grupo Naive # p < 0,001 e difere significativamente entre os tratamentos final e
continuo ++ p < 0,01.

5.6 Efeito da glitazona E1 na hipersensibilidade cronica ao calor
induzida pela oxaliplatina:

Neste modelo de dor cronica ao calor induzido pela oxaliplatina,
apenas a administracdo concomitante de glitazona E1 a oxaliplatina reduziu
a hipersensibilidade térmica que ocorreu, de modo significativo, somente
até o sétimo dia do experimento (figura 17). A inibicdo da glitazona E1
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concomitante foi de 65,1 + 11,2%, e da glitazona E1 ao final da
quimioterapia foi de 62,67 + 9,1% durante o periodo de 21 dias.

Figura 17 - — Efeitos da glitazona concomitante e ao final da injecdo da
oxaliplatina no modelo de hipersensibilidade crénica ao calor induzida pela
oxaliplatina.
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Tempo de laténcia para retirada de pata direita traseira em segundos nos 4 grupos de
10 camundongos (A). AUC foi calculada até o vigésio primeiro dia do experimento
(B).Os grupos foram constituidos de naive, tratamento com oxaliplatina na dose de
3,5 mg/kg i.p.duas vezes por semana por 8 doses, tratamento com oxaliplatina na
dose de 3,5 mg/kg i.p. duas vezes por semana por 8 doses concomitante com a
glitazona E1 na dose de 1mg/kg i.p. e tratamento com oxaliplatina 3,5 mg/kg i.p.
duas vezes por semana por 8 doses seguido de glitazona E1 1 mg/kg i.p. duas vezes
por semana no final da administragdo do quimioterapico, por 21 dias. Os dados sao
expressos como a média + E.P.M. de 10 animais em cada grupo. A andlise estatistica
foi avaliada pelo teste ANOVA de uma via seguida de pds-teste Bonferroni. Difere
do grupo Oxaliplatina * p < 0,05, ** p < 0,01 e *** p < 0,001, difere
significativamente do grupo Naive # p < 0,05 e ## p < 0,01.

5.7 Efeito da glitazona E1 na hipersensibilidade crénica mecénica
induzida pela oxaliplatina:

Com a utilizagdo dos filamentos de von Frey foi verificada a
hipersensibilidade crénica mecénica induzida pela oxaliplatina e o efeito da
glitazona E1 concomitante e ao final da injecdo do quimioterdpico. A
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administracdo concomitante da glitazona E1 conferiu diminuicdo da
hipersensibilidade mecénica a oxaliplatina durante os 21 dias do
experimento. A glitazona injetada ao final do quimioterapico reduziu a
sensibilidade mecanica a partir do décimo quarto dia do experimento como
mostra a figura 18. A inibi¢do da oxaliplatina concomitante foi de 78,3 =
4,7% e da glitazona ao final da oxaliplatina foi de 31,3 + 4,4% no periodo
de 21 dias.

Figura 18 - Efeitos da glitazona concomitante e ao final da injecdo da

oxaliplatina no modelo de hipersensibilidade cronica mecanica induzida
pela oxaliplatina.
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(A). AUC foi calculada até o vigésimo primeiro dia do experimento (B). Os grupos
foram constituidos de tratamento com oxaliplatina na dose de 3,5 mg/kg i.p. duas
vezes por semana por 8 doses, tratamento com oxaliplatina na dose de 3,5 mg/kg i.p.
duas vezes por semana por 8 doses concomitante com a glitazona E1 na dose de 1
mg/kg i.p. e tratamento com oxaliplatina 3,5 mg/kg i.p. duas vezes por semana por 8
doses seguido de glitazona E1 1 mg/kg i.p. duas vezes por semana no final da
quimioterapia, por 21 dias. Os dados sdo expressos como a média + E.P.M. de 10
animais em cada grupo. A analise estatistica foi avaliada pelo teste ANOVA de uma
via seguida de pds-teste Bonferroni. Difere do grupo Oxaliplatina ** p < 0,01 e ***
p < 0,001, difere significativamente do grupo Naive ### p < 0,001 e difere
significativamente entre os tratamentos final e continuo +++ p < 0,001.
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5.8 Efeito do composto E1 sobre a atividade locomotora (campo aberto)
na hipersensibilidade cronica induzida pela oxaliplatina:

O teste de campo aberto foi realizado ap6s os testes de
hipersensibilidade cronica, com o objetivo de verificar a possivel
interferéncia de alteracbes na capacidade de locomocdo dos animais,
descartando assim a possibilidade de uma resposta analgésica falso-positiva.
Como mostrado na figura 19, ndo houve diferenca entre os grupos testados
em relacdo a sua capacidade locomotora.

Figura 19 - Efeito da glitazona E1 sobre a atividade locomotora no modelo
de hipersensibilidade cronica induzida pela oxaliplatina.
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Efeito do composto E1 no modelo de hipersensibilidade crénica induzida pela
oxaliplatina sobre a atividade locomotora dos animais. Os dados sdo expressos como
a média + E.P.M de 10 animais em cada grupo. ANOVA de uma via.

5.9 Avaliacdo dos niveis de fator de necrose tumoral (TNF) e
interleucina-1p (IL-1p) na medula espinhal nos grupos do experimento
de hipersensibilidade cronica induzida pela oxaliplatina:

A glitazona E1 administrada por via intraperitoneal, tanto de forma
concomitante quanto ao final da oxaliplatina, foi capaz de reduzir o nivel de
TNF (fig. 20A) e IL-1B (fig. 20B) na medula espinhal dos camundongos no
modelo de hipersensibilidade crénica.
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Figura 20 — Efeito da glitazona E1 nos niveis de TNF e IL-1B na medula
espinhal de camundongos no modelo de hipersensibilidade crénica da
oxaliplatina.
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Efeito da glitazona E1 concomitante e ao final da oxaliplatina nos niveis de TNF (A)
e IL-1B (B) na medula espinhal. ANOVA de uma via com pos-teste de Bonferroni.
Os dados sdo expressos como média + E.P.M num grupo de 5 animais, onde *
p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001.

5.10 Avaliacdo dos niveis de fator de necrose tumoral (TNF) e
interleucina 1 beta (IL-1B) no cdrtex cerebral dos grupos do
experimento de hipersensibilidade cronica induzida pela oxaliplatina:

A glitazona E1 aumentou os niveis de TNF (figura 21A) e IL-1p
(Figura 21B) no cortex cerebral de camundongos do experimento crdnico de
hipersensibilidade induzida pela oxaliplatina.
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Figura 21 — Efeito da glitazona E1 nos niveis de TNF e IL-1p em cortex
cerebral.
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Efeito da glitazona E1 concomitante e ao final da oxaliplatina nos niveis de TNF (A)
e IL-1B8 (B) em cortex cerebral de camundongos. Os dados sdo expressos como
média + E.P.M num grupo de 3 animais onde **p<0,01 e *p<0,05. ANOVA de uma
via com pds-teste de Newman-Keuls.

5.11 Avaliacdo da atividade de catalase na pata e nervo ciatico de
camundongos no modelo de hipersensibilidade cronica da oxaliplatina:

Os niveis de catalase no nervo ciatico aumentaram nos grupos de
tratamento com a glitazona E1 concomitante ou no final da oxaliplatina
quando comparados ao grupo que recebeu somente oxaliplatina (figura
22A). Nas amostras de pata pode-se observar 0 mesmo efeito de acréscimo
nos niveis de catalase nos grupos que receberam a TZD (figura 22B). Tanto
nas amostras de nervo cidtico como de pata observa-se aumento da
atividade de catalase no grupo que recebeu oxaliplatina com relacdo ao
controle.
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Figura 22 — Efeito da glitazona E1 na atividade da catalase em nervo
ciatico e pata de camundongos.
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Efeito da glitazona E1 concomitante e ao final da oxaliplatina na atividade da
catalase no nervo ciatico (A) e pata (B). ANOVA de uma via com pds-teste de
Newman-Keuls. Os dados sdo expressos como média + E.P.M. num grupo de 5
animais onde **p<0,01 e ***p<0,001, difere do grupo naive # p < 0,05.
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5.12 Avaliacio da atividade de catalase no cortex cerebral e medula
espinhal de camundongos no modelo de hipersensibilidade crdnica da
oxaliplatina:

A glitazona E1 gerou um acréscimo da atividade da catalase no
cortex cerebral de maneira significativa com relagdo ao grupo de animais
tratados somente com oxaliplatina como mostra a figura 23A. Nas amostras
de medula espinhal ndo houve diferenca entre 0os camundongos tratados
com oxaliplatina somente ou quando tratados também com a glitazona E1
(figura 23B).
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Figura 23 — Efeito da atividade da catalase em cortex cerebral e medula
espinhal de camundongos.
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Efeito da glitazona E1 concomitante e ao final da oxaliplatina na atividade da
catalase no cdrtex cerebral (A) e medula espinhal (B). ANOVA de uma via com
pos-teste de Newman-Keuls. Os dados sdo expressos como média + E.P.M. num
grupo de 5 animais onde ** p < 0,01 e ***p<0,001, difere do grupo naive # p <
0,05.

5.13 Efeito da glitazona E1 na atividade da catalase no figado de
camundongos no modelo de hipersensibilidade crénica induzida pela
oxaliplatina:

Em amostras de figado, o grupo tratado com a glitazona E1 ao final
das injecdes de oxaliplatina teve o nivel de atividade da catalase aumentada
de maneira significativa em relagdo ao grupo tratado somente com o
quimioteréapico (figura 24).
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Figura 24 — Efeito da glitazona E1 na atividade de catalase no figado de
camundongos.
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Efeito da glitazona E1 concomitante e ao final da oxaliplatina na atividade da
catalase no figado de camundongos. ANOVA de uma via com pos-teste de
Newman-Keuls. Os dados sdo expressos como média + E.P.M. num grupo de 5
animais onde **p<0,01.

5.14 Efeito da glitazona E1 e sulfassalazina na hipersensibilidade aguda ao frio
induzida pela oxaliplatina:

Neste modelo animal de dor aguda ao frio induzida pela oxaliplatina foram
testadas a glitazona E1 e a sulfassalazina. A sulfassalazina é um inibidor da sintese
de tetrahidrobiopterina (BH4). As duas substancias testadas mostraram-se efetivas
na diminuicdo da hipersensibilidade ao frio da oxaliplatina, sendo o efeito mais
significativo demosntrado pela glitazona E1 (figura 25). Os percentuais de
inibicagdo foram: glitazona E1 de 88,7 +4,49%, e da sulfassalazina de 51,1 + 11,4%.
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Figura 25 — Efeito da glitazona E1 e sulfassalazina na hipersensibilidade
aguda ao frio induzida pela oxaliplatina.
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Tempo de laténcia para retirada de pata direita traseira em segundos nos 4 grupos de
10 camundongos (A). AUC foi calculada no periode de 21 dias do experimento. Os
grupos foram constituidos de naive, tratamento com oxaliplatina na dose de 6 mg/kg
i.p., tratamento com oxaliplatina na dose de 6 mg/kg i.p. concomitante com a
glitazona E1 na dose de 1 mg/kg i.p. e tratamento com oxaliplatina 6 mg/kg i.p.
concomitante com sulfassalazina 10 mg/kg i.p. no primeiro dia do experimento. Os
dados sdo expressos como a média + E.P.M. de 10 animais em cada grupo. A analise
estatistica foi avaliada pelo teste ANOVA de uma via seguida de pos-teste
Bonferroni. Difere do grupo Oxaliplatina * p < 0,05, ** p < 0,01 e *** p < 0,001,
difere significativamente do grupo Naive # p < 0,001 e difere significativamente
entre os tratamentos final e continuo + p < 0,05.

5.15 Efeito da oxaliplatina, glitazona E1, pioglitazona e sulfassalazina
nos niveis de BH4 na urina dos camundongos na hipersensibilidade
aguda induzida pela oxaliplatina.

No modelo de hipersensibilidade aguda a oxaliplatina foram
aferidos os niveis de BH4 na urina dos camundongos dos grupos naive,
oxaliplatina, oxaliplatina + glitazona E1, oxaliplatina + pioglitazona e
oxaliplatina + sulfassalazina (figura 26). Houve diferenca nos niveis de
BH4 entre os grupos oxaliplatina e oxaliplatina + glitazona E1 e também
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entre os grupos oxaliplatina e oxaliplatina + pioglitazona no sétimo dia do
experimento (p < 0,05). N&o houve diferenga significativa nos niveis de
BH4 entre o grupo naive e da oxaliplatina e entre os grupos oxaliplatina e
oxaliplatina + sulfassalazina.

Figura 26 — Niveis de BH4 na urina de camundongos do experimento de
hipersensibilidade aguda da oxaliplatina.
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Mensuragdo dos niveis de BH4 por cromatografia liquida de alta performance
(HPLC) na urina dos camundongos do experimento agudo de hipersensibilidade da
oxaliplatina. Os grupos foram constituidos de naive, tratamento com oxaliplatina na
dose de 6 mg/kg i.p., tratamento com oxaliplatina 6 mg/kg i.p. e glitazona E1 1
mg/kg i.p., tratamento com oxaliplatina 6 mg/kg i.p. e pioglitazona 10 mg/kg i.p., e
tratamento com oxaliplatina 6 mg/kg i.p. e sulfassalazina 10 mg/kg i.p. todos
administrados no primeiro dia do experimento como dose Unica. Os dados sdo
expressos como a média + E.P.M. de 10 animais em cada grupo. A analise estatistica
foi avaliada pelo teste ANOVA de uma via.
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5.16 Avaliagdo dos niveis de transaminases (AST e ALT), colesterol
total, triglicerideos, creatinina e glicemia dos camundongos nos grupos
do experimento de hipersensibilidade crénica induzida pela
oxaliplatina.

Como demonstrado nas figuras 27A e 27B, ndo houve alteracdo
significativa nas mensurac@es das transaminases (AST e AST) séricas entre
0s 3 grupos de camundongos do experimento de dor crénica induzida pela
oxaliplatina, ndo demonstrando toxicidade hepatica evidente da glitazona
em estudo.

A glitazona E1 reduziu os niveis de colesterol sérico quando
administrada concomitantemente a oxaliplatina no experimento de
hipersensibilidade crénica induzida pela oxaliplatina em relacdo ao grupo
gue recebeu somente a oxaliplatina. Esse efeito de redugdo do colesterol ndo
foi observado no grupo tratado com glitazona E1 somente no final da
administracdo do quimioterépico (figura 27C).

Com relacéo aos niveis de triglicerideos os grupos do experimento
n&o apresentaram diferencas significativas entre si (figura 27D).

Os niveis séricos de creatinina e glicose ndo diferiram entre os
grupos de camundongos no experimento de hipersensibilidade crénica
induzida pela oxaliplatina, ndo demonstrando-se assim efeito toxico a nivel
renal e metabdlico glicémico (figura 27E e 27F).
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Figura 27 — Mensurag6es das transaminases, colesterol total, triglicerideos,
creatinina e glicemia nos grupos de camundongos.
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Nivel de transaminases (ALT e AST), colesterol total, triglicerideos, creatinina e
glicemia de camundongos tratados com oxaliplatina, oxaliplatina concomitante com
glitazona E1 e oxaliplatina com glitazona E1 ao final da quimioterapia. Realizado
ANOVA de uma via com poés-teste de Bonferroni. Os dados sdo expressos como

média + E.P.M. num grupo de 10 animais.
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5.17 Avaliagdo do ganho de peso corporal de camundongos durante o
experimento de hipersensibilidade cronica induzida pela oxaliplatina.

O grafico da figura 28 mostra a evolugdo do peso corporal dos
animais durante o experimento de hipersensibilidade cronica a oxaliplatina,
sendo acompanhado por um periodo de 7 semanas apds o término da
injecdo do quimioterapico. O grupo em tratamento com a glitazona, apés o
término da administracdo do quimioterapico, teve uma perda de peso
significativa a partir da quinta semana de acompanhamento em relacdo ao
grupo da oxaliplatina isolada. N&o houve controle da ingesta alimentar.

Figura 28 — Evolugdo do peso corporal dos camundongos tratados com a
glitazona e submetidos ao modelo de neurotoxicidade induzido pela
oxaliplatina.
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Evolucdo do ganho de peso corporal de camundongos tratados com oxaliplatina,
oxaliplatina concomitante com glitazona E1 e oxaliplatina com glitazona E1 ao final
da quimioterapia. Realizado ANOVA de duas vias com pds-teste de Bonferroni. Os
dados séo expressos como média + E.P.M. num grupo de 10 animais onde ** p <
0,01 e ***p <0,001.
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5.18 Avaliacdo do peso absoluto e relativo de érgdos de camundongos
do experimento agudo de hipersensibilidade induzida pela oxaliplatina:

A tabela 1 relaciona os pesos absolutos e relativos dos 6rgdos
figado, rins, coracdo, baco e pulmdes nos grupos naive, oxaliplatina,
oxaliplatina com glitazona E1 e oxaliplatina com glitazona E1 e com
GW09662 no experimento de hipersensibilidade aguda ao frio induzida pela
oxaliplatina. Houve aumento nos pesos tanto absoluto como relativo do
figado e baco do grupo de animais que receberam oxaliplatina quando
comparados ao grupo naive, no entanto o peso voltou a assemelhar-se ao
naive no grupo com oxalipaltina e glitazona E1. No grupo que recebeu
também a substanica GW9662 ndo houve alteragdo no peso do figado e
baco em relacdo ao grupo naive. O peso de rins, coraces e pulmdes ndo
diferiu de modo evidente entre 0s grupos de tratamento.

Tabela 1 — Pesos absolutos (g) e relativos (%) dos drgdos de camundongos.

Orgio MNaive Oxa Oxa + Glita  Oxa + Glita
+ GW
Figado
Abszoluto (g)  0.24 = 007 1.01 =004 0,28 =004 0,95 =0,03
Relativo (%%) 4.09=0.19 4.75=0,12 424=0.17 4.56=0,16
Rins
Abscluto (2)  0.29=0.01 0.27=0,02 027=001 0,26 =0,01
Eelative (%9) 1.43 =007 1.26 =003 1.29 =002 1.27 =007
Baco
Absoluto (g 0.09 = 0,01 0.12=0,01 0,02 =0.00 0,10 =0,01
Relativo (%6) 0.46 = 0,02 0,55 =008 041=002 0,46 = 0,02
Coracio
Abzoluto (g) 0.15 =002 0.15=0,01 0,12=0.01 0,14 =0,01
Eelative (%) 0.70= 003 0.69=0,04 0.58=0.04 0,66 = 0,03
Pulmdes
Absoluto (g) 0.18 = 0,01 0,19=0,02 0,12=002 0,18 =0,01
Eelative (%) 0.88 =003 0,87 =008 093 =008 0,86 =0,03

Relacdo dos pesos absolutos e relativos dos 6rgdos figado, rins, baco, coragdo e
pulmdes de camundongos do experimento de hipersensibilidade aguda ao frio
induzida pela oxaliplatia. Grupos N (naive), O (oxaliplatina), OG (oxaliplatina com
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glitazona E1) e OGGW (oxaliplatina, glitazona E1 e GW9662). Os dados sdo
expressos como a média * E.P.M. de 5 animais em cada grupo.

5.19 Avaliagdo histopatolégica de figado, rim e coragdo de
camundongos do experimento de hipersensibilidade aguda induzida
pela oxaliplatina.

Na andlise macroscopica de todos os drgdos examinados, nédo
foram encontradas alteracfes morfoldgicas dignas de nota, em nenhum dos
espécimes dos grupos naive, oxaliplatina, tratado com o composto E1 ou E1
mais GW 9662 (antagonista PPARY).

Na avaliacdo microscopica pela coloracdo hematoxicilina-eosina,
os dois patologistas ndo encontraram alteracBes histoldgicas significativas
nos 6rgédos analisados entre os diferentes grupos de estudo.

Foram identificados minimos focos de infiltrado linfocitério
centro-lobular em um espécime de figado do grupo naive, um micro-trombo
calcificado em um coragdo do grupo naive, minimos focos de esteatose em
um figado do grupo oxalipaltina + glitazona E1 e em dois figados do grupo
naive, um foco de hemorragia recente sub-endocérdica em um coracéo do
grupo naive, entre os 40 espécimes de figado, rim e corac¢do analisados.
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Figura 29 - Analise histopatolégica pela coloracdo H.E. do figado de
camundongos.

Cortes histologicos de figado com coloragdo em hematoxilina-eosina, aumento de
100x (lente de 10x). Néao houve alteracdes histopatoldgicas dignas de nota entre os 4
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diferentes grupos analisados: naive (A), oxaliplatina (B), oxaliplatina + glitazona E1
(C) e oxaliplatina + glitazona E1 + GW9662 (D).

5.20 Avaliacdo dos efeitos da glitazona E1 sobre a diferenciacdo de
adipocitos em cultura de células 3T3-L1.

Os dados apresentados na figura 30 séo de cultura de células 3T3-
L1 tratadas com veiculo DMSO e concentragdes crescentes da glitazona E1.
Apo0s 24 horas as células foram incubadas com MTT. O grafico mostra a
viabilidade celular expressa em percentual de células viaveis demonstrando-
se ndo haver citotoxicidade evidente do composto E1, o que permitiu dar
sequéncia ao experimento de adipogénese.

Figura 30 — Efeito da glitazona E1 na viabilidade de células 3T3-L1.
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Células 3T3-L1 (B) foram tratadas com veiculo (DMSO) ou com concenragdes
crescentes da glitazona E1 (de 10 até 10“ M). Apbés 24h as células foram
incubadas com MTT. Os dados sdo apresentados como porcentagem de células
viaveis e resutados consitem de dois experimetnos independentes realizados em
replicatas de 8.

Visto ser a via do PPARy um regulador chave na diferenciagao
adipocitica, avaliou-se o efeito da glitazona E1 na adipogénese em células
mesenquimais pré-adipociticas (3T3-L1). A glitazona E1 promoveu o
acimulo de lipideos, principalmente na maior concentragdo de 10* M. A
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adipogénese foi evidenciada através da coloragdo vermelha dos
triglicerideos (corante dleo vermelho O) e fotodocumentada em uma area de
9,5 cm? (figura 31 A-F), em aumento microscopico de 5 x (figura 32 A - F)
e de 10 x (figura 33 A - F).

Figura 31 — Avaliacdo da adipogénese da glitazona E1 em cultura de
células 3T3-L1.
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Células 3T3-L1 foram induzidas a se diferenciar em adip6citos com insulina 167
nM, dexametasona 1 uM e isobutilmetilxantina 0,5 mM e tratadas com veiculo
(DMSO), rosiglitazona 107 M (agonista total de PPARYy), GQ-16 10> M (agonista
parcial de PPARYy) ou com o ligante E1 (de 10 até 10 M) por 48 horas. A seguir,
as células foram mantidas em meio de cultura com insulina 167 nM e tratadas a cada
48 horas. No 15° dia de diferenciagdo, as células foram fixadas, coradas com 6leo
vermelho O (reagente que pigmenta os triglicerideos de vermelho) e
fotodocumentadas (registro de uma area de 9,5 cm?). Este resultado se reproduziu
em, pelo menos, dois experimentos independentes.
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Figura 32 — Avaliacdo da adipogénese da glitazona E1 em cultura de
células 3T3-L1- fotodocumentagdo no aumento de 5x.
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Células 3T3-L1 foram induzidas a se diferenciar em adipdcitos com insulina 167
nM, dexametasona 1 uM e isobutilmetilxantina 0,5 mM e tratadas com veiculo
(DMSO0), rosiglitazona 107 M (agonista total de PPARYy), GQ-16 105 M (agonista
parcial de PPARYy) ou com o ligante E1 (de 10 até 10 M) por 48 horas. A seguir,
as células foram mantidas em meio de cultura com insulina 167 nM e tratadas a cada
48 horas. No 15° dia de diferenciacéo, as células foram fixadas, coradas com 6leo
vermelho O (reagente que pigmenta os triglicerideos de vermelho) e
fotodocumentadas com aumento de 5 x. Este resultado se reproduziu em, pelo
menos, dois experimentos independentes.
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Figura 33 — Avaliacdo da adipogénese da glitazona E1 em cultura de
células 3T3-L1- fotodocumentacdo no aumento de 10x.

DMSO

Células 3T3-L1 foram induzidas a se diferenciar em adip6citos com insulina 167
nM, dexametasona 1 uM e isobutilmetilxantina 0,5 mM e tratadas com veiculo
(DMSO), rosiglitazona 107 M (agonista total de PPARY), GQ-16 10> M (agonista
parcial de PPARY) ou com o ligante E1 (de 10 até 10* M) por 48 horas. A seguir,
as células foram mantidas em meio de cultura com insulina 167 nM e tratadas a cada
48 horas. No 15° dia de diferenciagdo, as células foram fixadas, coradas com 6leo
vermelho O (reagente que pigmenta os triglicerideos de vermelho) e
fotodocumentadas com aumento de 10 vezes. Este resultado se reproduziu em, pelo
menos, dois experimentos independentes.

A glitazona E1 induziu a adipogénese em cultura de células, o que
foi confirmado pelo aumento da expressédo de Fabp4 (Fatty acid binding
protein - marcador especifico de adipocitos), por PCR quantitativa em
tempo real. O efeito adipogénico da glitazona E1 é menor do que o
provocado pela rosiglitazona (agonista total de PPARY), entretanto maior do
que o do GQ-16 (agonista parcial deste receptor nuclear) conforme mostra a
figura 34 (A e B).
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Figura 34 — Expressdo do gene Fabp4 da adipogénese em células 3T3-L1
tratadas com a glitazona E1.

A Fabp4 - 48 hs B Fabp4 - 72 hs

*

-
S
1

Expressao relativa mRNA
Expressao relativa mRNA

As células 3T3-L1 foram diferenciadas por (A) 48 ou (B) 72 horas e coletadas para
avaliagdo da expressdo do gene Fabp4 (Fatty acid binding protein - marcador
especifico de adipdcitos) por PCR quantitativa em tempo real. Os dados estdo
expressos como niveis de transcritos dos ligantes em relagdo ao veiculo (DMSO).
Resultados de trés experimentos independentes. * p < 0,01 (comparado ao veiculo).
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6 DISCUSSAO

Como um componente da familia dos quimioterapicos derivados da
platina, a oxaliplatina é extensivamente usada como um farmaco primordial
no tratamento de pacientes com carcinoma colorretal localmente avangado e
metastatico. A oxaliplatina esta incluida na décima nona edicdo da lista de
medicacdes essenciais para doencas prioritarias da Organizacdo Mundial de
Saude (OMS) publicada em abril de 2015. No entanto, este quimioterapico
também é conhecido por causar severa e debilitante neuropatia sensorial
periférica aguda e crénica com envolvimento do estresse oxidativo na sua
fisiopatologia. De acordo com a severidade da neuropatia crénica, a
dosagem da oxaliplatina pode ser postergada, modificada ou mesmo
descontinuada, comprometendo sua eficicia terapéutica. Uma vez
estabelecida a neurotoxicidade induzida pela oxaliplatina, ha
comprometimento da qualidade de vida dos pacientes, ja que ndo existem
intervengdes medicamentosas eficientes no manejo desse efeito adverso
(CHO etal., 2016).

Tiazolidinedionas (TZD) ou glitazonas sdo compostos
heterociclicos derivados do sistema tiazélico e agonistas de PPAR. Quando
combinados com outros anéis heterociclicos produzem uma variedade de
atividades bioldgicas como antidiabéticos, anti-inflamatorios, antioxidantes,
antimicrobianos e antiproliferativos (ASATI et al., 2014).

Assim, este trabalho teve como objetivo explorar o efeito de uma
nova glitazona, a N-fenilbenzosulfonamida-4-[(Z)-(3-benzil-2,4-dioxo-1,3-
tiazolidin-5-ilideno) metil], denominada glitazona E1, na neurotoxicidade
aguda e cronica induzida pela oxaliplatina em camundongos.

No modelo de neurotoxicidade aguda do presente estudo, a
oxaliplatina, na dose de 6 mg/kg i.p., diminui o tempo de laténcia ao
estimulo térmico frio quando comparado ao grupo naive de maneira
significativa, demonstrando o efeito neurotoxico agudo de uma injecdo
Unica de oxaliplatina. Esta mesma dose induziu hipersensibilidade aguda ao
frio e mecénica no experimento de Li et al. (2015), os quais avaliaram o
efeito da PLA2 derivada do veneno de abelha como agente antinociceptivo
(Ll etal., 2015).

O aumento da hipersensibilidade ao frio induzida pela oxaliplatina
do presente estudo iniciou ap0s 24hs ap6s a administragdo do
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quimioterapico e persistiu até o décimo quarto dia. Toyama et al. (2014)
verificaram que o pico de resposta de hipersensibilidade ao frio induzida
pela oxaliplatina em camundongos ocorre 4 dias apds a administragdo do
quimioterapico, com diminuicdo progressiva ap6s 1 semana, dados
semelhantes aos obtidos neste trabalho. Este mesmo autor também
demonstrou um aumento da expressdao de c-Fos na medula espinhal dos
animais que receberam injecdo Unica de oxaliplatina, confirmando assim
ativacdo neuronal em nivel de corno posterior da medula espinhal
(TOYAMA et al., 2014).

O répido inicio das alteragbes sensoriais produzidas pela
oxaliplatina, que precedem as alteracBes estruturais do nervo periférico,
sugere o envolvimento da excitabilidade neural neste tipo de toxicidade
aguda. A capacidade da oxaliplatina em alterar a expresséo génica de canais
ibnicos envolvidos na sensibilidade ao frio, inclusive com a regulacéo de
eventos epigenéticos, é bem documentada e critica no desenvolvimento da
neuropatia toxica aguda da oxaliplatina (DESCOEUR et al., 2011).

A hipersensibilidade aguda ao frio é a caracteristica marcante da
toxicidade da oxaliplatina e se desenvolve em praticamente todos o0s
pacientes que recebem este quimioterapico. Ndo h4, atualmente, estratégia
terapéutica para aliviar esse efeito adverso. Ainda, segundo Descouer et al.
(2011), esses efeitos sdo mediados por neurbnios sensoriais aferentes
primarios que expressam o termorreceptor TRPMS8, sendo que a oxaliplatina
ainda promove a hiperexcitabilidade neuronal diminuindo a expressdo de
canais de potassio TREK1, TRAAK e K,1.1, bem como aumentando a
expressdo de canais pré-excitatérios como canais ativados por
hiperpolarizagcdo (HCNs) (DESCOEUR et al., 2011).

Zhao et al. (2012) demonstraram que a injecdo Unica de
oxaliplatina (1-10 mg/kg) por via intraperitoneal induz hipersensibilidade ao
frio dentro de um intervalo de duas horas da administracdo do
quimioterapico. Estes pesquisadores também demonstraram que a
hipersensibilidade ao frio provocada pela oxaliplatina foi bloqueada com a
utilizacdo do antagonista TRPA1, HC-030031, implicando também esse
receptor na génese da dor ao frio provocada pela oxaliplatina. A oxaliplatina
e seu metabdlito oxalato parecem aumentar a responsividade dos canais
TRPA1 em neurbnios sensoriais que pode perdurar até 3 dias apds a
administracdo do quimioterapico, caracterizando um efeito sub-agudo. Esta
sensibilizacdo de TRPAL pode ocorrer através de sua translocacdo para a
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membrana plasmatica em condi¢Bes inflamatérias via fosfolipase C ou
proteina quinase A, ou através de radicais livres de oxigénio e nitrogénio. A
neuropatia aguda ao frio induzida pela oxaliplatina ndo parece ser mediada
pelos receptores TPRV1 (ZHAO et al., 2012).

Quando a glitazona E1 foi injetada na dose de 1 mg/kg
concomitante a oxaliplatina na dose de 6 mg/kg por via intraperitoneal,
houve reversdo da hipersensibilidade ao frio. O efeito inibitério do
composto E1 sobre a hipersensibilidade ao frio da oxaliplatina persistiu até
0 décimo quarto dia do experimento em consequéncia da perda do efeito
neurotéxico agudo do quimioterapico.

Churi et al. (2008) também evidenciaram o efeito analgésico de um
agonista sintético de PPARy na dor neuropdtica aguda. Estes autores
induziram a dor neuropética por transeccdo do nervo ciatico em ratos e
demonstraram que a injecéo intratecal Unica de 100pg de rosiglitazona
diminuiu a hipersensibilidade ao frio, sendo esse efeito revertido pelo
antagonista PPARy BADGE (CHURI et al., 2008).

Sugere-se que as glitazonas, agindo como agonistas do receptor
PPARy, interfiram no metabolismo oxidativo por meio da estimulacdo da
catalase peroxissomal com reducdo dos niveis de EROs produzidas em
consequéncia da toxicidade da oxaliplatina. Descoeur et al. (2011) relataram
gue a neuropatia aguda induzida pela oxaliplatina é causada principalmente
pelos radicais livres de oxigénio produzidos pelas mitocondrias e
peroxissomos e que essas substancias afetam e sensibilizam diretamente
receptores de potencial transitério (TRPs) e canais de sodio e potéssio
dependentes de voltagem (DESCOEUR et al., 2011). Assim, estabelece-se
uma via farmacologica de acdo da glitazona E1 na atenuagdo da
hipersensibilidade aguda ao frio induzida pela oxaliplatina.

A sensibilizacdo de canais idnicos como mecanismo de
neurotoxicidade aguda ao frio da oxaliplatina também abrange os canais de
sodio Na,1.6, cuja inibigdo farmacologica aboliu a dor ao frio induzida pela
oxaliplatina. N&o foram implicados na alodinia ao frio deste quimioterapico
os canais Na,1.3 e Na,1.7 (DEUIS et al., 2013).

A hiperalgesia ao frio induzida pela oxaliplatina foi abolida em
animais sem expressdo génica para Na,1.9, bem como em ratos tratados
com oligonucleotideos antisense Na,1.9, identificando-se, assim, mais um
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potencial alvo terapéutico no tratamento da alodinia ao frio da oxaliplatina
(LOLIGNIER et al., 2015).

Deste modo, varios TRPs e canais de sddio e potassio dependentes
de voltagem estdo implicados na fisiopatologia da hiperalgesia ao frio
induzida pela oxaliplatina. Tanto a expressdo alterada destes receptores
quanto sua sensibilizacdo mediada por citocinas inflamatérias ou EROs
ocorre dentro do contexto da neurotoxicidade aguda ao frio da oxaliplatina.

A pioglitazona é a Unica TZD disponivel no mercado brasileiro
com indicacdo paro o tratamento do diabetes mellitus tipo II. A toxicidade
limitante do seu uso a longo prazo é a maior incidéncia de carcinoma de
bexiga (FROHLICH et al., 2015).

No presente trabalho, testou-se a eficdcia da pioglitazona na
redugdo da hiperalgesia aguda ao frio induzida pela oxaliplatina. Esta
glitazona aumentou o tempo de laténcia ao frio em camundongos tratados
com oxaliplatina em relagdo ao grupo que recebeu somente o
quimioterapico com valor de p<0,001. Este resultado foi semelhante ao
grupo que recebeu oxaliplatina e a glitazona E1 no mesmo experimento.

A pioglitazona também diminuiu a hipersensibilidade e alodinia
térmica e mecénica em ratos submetidos a transecgdo do nervo ciatico, bem
como reduziu os niveis de CD11b, GFAP e p-p38 na coluna dorsal da
medula espinhal indicando o envolvimento da microglia e astrocitos neste
modelo de dor neuropética (MORGENWECK et al., 2013)

Griggs et al. (2016) estudaram o efeito da pioglitazona na
neuropatia diabética. Os pesquisadores utilizaram ratos Zucker magros e
obesos, sendo que o grupo de obesos apresentava aumento dos niveis de
glicose, hemoglobina A1C, metilglioxal e niveis de insulina bem como uma
hiperalgesia térmica e mecanica na pata posterior e ainda aumento da
expressdo de ERK na forma fosforilada. O tratamento destes animais com a
pioglitazona reduziu os niveis de glicose, hemoglobina A1C, pERK e o
quadro de hiperalgesia em relacdo ao grupo controle (GRIGGS et al., 2016).

O efeito anti-neuropético das glitazonas é dependente de tempo e
dose (ZANARDELLI et al., 2014). No presente trabalho foram avaliadas
trés doses da glitazona E1 no primeiro dia do experimento de
hipersensibilidade aguda ao frio induzida pela oxaliplatina. Somente a dose
de 1mg/kg mostrou-se eficaz na reducdo da hipersensibilidade; doses 10 e
100 vezes inferiores ndo foram efetivas.
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Zanardelii et al. (2014) verificaram que doses de 3 e 10 mg/kg i.p.
de rosiglitazona ndo produziram diferenca na reducéo da hipersensibilidade
na plataforma de frio induzida pela oxaliplatina. A menor dose testada por
estes pesquisadores, de 3 mg/kg i.p., mostrou uma melhora da coordenacéo
motora e uma significativa restauracio da expressdo e atividade da catalase
em ratos (ZANARDELLI et al., 2014).

Avaliou-se o efeito do antagonista seletivo de PPARy, GW9662,
no modelo de dor neuropatica aguda induzida pela oxaliplatina. O
antagonista reverteu o efeito da glitazona E1 de maneira significativa,
corroborando a participagdo da via PPARy no efeito antinociceptivo da
TZD em estudo.

Morgenweck e al. (2013) testaram o efeito da pioglitazona na dor
neuropética induzida pela transeccdo do nervo cidtico em ratos e
observaram uma reducdo dos sinais de hipersensibilidade somatosensorial
no grupo de animais que receberam a glitazona. Estes autores também
verificaram que o antagonista GW9662 inibiu o efeito antinociceptivo da
pioglitazona indicando uma ag¢do PPARy dependente (MORGENWECK et
al., 2013).

Em cultura primaria de astrécitos murinos, 0 antagonista
irreversivel PPARy GW9662 reduziu a atividade da catalase, a enzina de
defesa antioxidante mais importante nos peroxissomos. O agonista PPARy
rosiglitazona promoveu a reversdo deste dano enzimatico da catalase
(MANNELLI et al., 2014).

Também em cultura priméaria de astrécitos de ratos, Zanardelli et
al. (2014) verificaram que a oxaliplatina (10 uM por 48 horas e 1 uM por 5
dias) aumentou o numero de peroxissomos, porém a expressio e
funcionalidade da catalase foi siginificativamente reduzida. Durante 5 dias
de incubacdo com o antagonista seletivo reversivel de PPARy, G3335,
verificou-se um dano peroxissomal similar a oxaliplatina, sugerindo uma
relagdo entre a via de sinalizagio PPARy e a neurotoxicidade da
oxaliplatina.

O agonista rosiglitazona (10 uM) reduziu os efeitos deletérios na
cultura de astrdcitos induzidos tanto pelo G3335 quanto pela oxaliplatina. A
rosiglitazona também previniu o aumento da densidade de astrdcitos na
medula espinhal provocada pela oxaliplatina e ndo alterou a mortalidade
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induzida pela oxaliplatina em células de tumor colorretal humano da
linhagem HT-29 (ZANARDELLI et al., 2014).

Deste modo, no presente experimento, bem como em dados
demonstrados na literatura, verifica-se uma relacdo evidente entre a via de
sinalizagdo PPARy e a neurotoxicidade aguda da oxaliplatina, e a
consequente atenuacdo desta toxicidade por meio do agonismo desta via
induzida pelas glitazonas. No entanto, a auséncia de TZD disponiveis
comercialmente com perfil toxicologico aceitavel limita a incorporacéo
desta classe de drogas no arsenal terapéutico para manejo da dor
neuropatica produzida pela oxaliplatina.

A concentragdo de 10 M de glitazona El1 causou aumento
siginificativo da atividade da luciferase Gal4PPARy em células Hela,
quando comparado ao veiculo (p<0,01) no teste do gene repérter da
luciferase, o que confirma a agdo da glitazona El sobre a via PPARy.
Concentragdes superiores a 10“% M mostraram atividade de luciferase
méxina até 7,5 x 104 M. A atividade méaxina da glitazona E1 corresponde a
aproximadamente um terco da atividade maxima da luciferase da
rosiglitazona ( agonista total de PPARY), ou seja, a glitazona E1 comportou-
se como um agonista parcial de PPARy. A glitazona E1 comportou-se de
maneira semelhante em relagdo & atividade de luciferase com o derivado
tiazolidinico GC-16, quando comparado a rosiglitazona (AMATO et al.,
2012).

Ap6s a comprovacdo da atuacdo do composto E1 em receptores
PPARy, o proximo passo foi testar o mesmo em um modelo animal de
hipersensibilidade crénica térmica (calor e frio) e mecénica induzida pela
oxaliplatina. Os camundongos receberam oxaliplatina na dose de 3,5 mg/kg
i.p. duas vezes por semana num total de 08 doses.

A glitazona E1 concomitante atenuou a hipersensibilidade crénica
ao frio que perdurou até o décimo quarto dia do experimento. J& a glitazona
administrada a partir do término da oxaliplatina diminuiu a sensibilidade
algica ao frio de modo significativo somente a partir do décimo quarto dia.

Utitilizando um modelo semelhante ao presente estudo de
sensibilidade cronica a oxaliplatina, Ushio et al. (2012) demonstraram que o
Goshajinkigan (GJG), um derivado herbaceo da planta Kampo da medicina
japonesa, reduziu a hipersensibilidade ao frio num modelo com ratos que
receberam oxaliplatina na dose de 4 mg/kg i.p. duas vezes por semana por 8
doses. Foi demonstrado que GJG tem efeito antinociceptivo por meio da
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estimulacdo de receptores opioides kappa, via dinorfina, e ainda aumenta o
fluxo sanguineo periférico por incrementar a producdo de 6xido nitrico.
GJG também possui propriedades antioxidativas bem como diminui a
ativacdo de fibras C por meio da reducdo de receptores TRPV1 e P,X3
(USHIO et al., 2012).

Em modelos animais de toxicidade cronica, verificou-se que a
oxaliplatina induz a diminuicdo da velocidade de conducdo neural, ao dano
neuronal com diminuicdo da &rea nuclear e nucleolar e axonopatia
periférica. O maior sitio de dano neurol6gico ocorre no ganglio da raiz
dorsal, onde ha acimulo de platina nos neurdnios (CAVALLETTI et al.,
2010).

A oxaliplatina também aumenta os niveis de EROs e 6xido nitrico
nas células neuronais dos ganglios da raiz dorsal sugerindo alteragdo do
metabolismo oxidativo e dano mitocondrial, com inibicdo da producdo de
energia por estas organelas. Neste contexto foi evidenciado aumento da
ativacdo de receptores P,X7, que se contitui em um dos marcadores iniciais
de dano mitocondrial e apoptose (MASSICOT et al., 2013).

A neuropatia cronica induzida pela oxaliplatina depende da dose
cumulativa do quimioterapico sendo que 10-20% dos pacientes
desenvolvem sintomas neuropaticos severos na dose acumulada de 750-850
mg/m?, sendo que 10% dos pacientes podem ter a sintomotalogia persistente
por até 2 anos apo6s a interrupgdo da quimioterapia. Os pacientes apresentam
parestesia distal, ataxia sensorial, dor e parestesia mandibular, dor ocular,
caimbras em membros inferiores e alteragcBes da voz (PULVERS et al.,
2016).

A magnitude e o impacto desses efeitos adversos no paciente
concretizaram a realizacdo de um grande estudo cooperativo, de fase Il
randomizado, para validar a ndo inferioridade de 03 versus 06 meses de
qguimioterapia adjuvante com oxaliplatina em pacientes com cancer
colorretal estadio I, com o intuito de diminuir os efeitos adversos
neurotoxicos nesse grupo de pacientes com intencdo curativa. Os resultados
desse estudo foram apresentados na reunido anual da Sociedade Americana
de Oncologia em maio de 2017 e ndo foi atingido o objetivo de nédo
inferioridade entre os regimes de 03 e 06 meses, principalmente para um
grupo de pacientes com mais de 3 ganglios regionais acometidos pelo tumor
(SOBRERO et al., 2017).
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Com isso, 6 meses de esquemas quimioterapicos contendo
oxalipaltina continuam sendo a terapia padrdo e a neuropatia da oxaliplatina
ainda persiste como um importante desafio clinico. Novas opcdes
farmacologicas se fazem necessarias para mitigar esse efeito adverso.

No modelo de sensibilidade crbnica ao calor induzido pela
oxaliplatina, a administracdo concomitante de glitazona E1 ao
quimioterapico reduziu a hipersensibilidade térmica de modo significativo,
gue ocorreu somente até o sétimo dia do experimento. Deve-se ressaltar que
ndo se conseguiu verificar uma diferenca altamente signiticativa na
hipersensibilidade cronica ao calor entre 0s grupos naive e tratados com
oxaliplatina.

Também Renn et al. (2011), em um estudo de toxicidade crénica
utilizando a mesma dosagem de oxaliplatina do presente estudo, ndo
demonstraram alteragdo da hipersensibilidade ao calor entre o grupo naive e
com quimioterapia (RENN et al., 2011). Ja em um modelo animal com ratos
submetidos a transeccdo de nervo cidtico, a pioglitazona também ndo foi
capaz de reduzir a hipersensibilidade ao calor (MORGENWECK et al.,
2013).

Ratos Zucker diabéticos apresentam um aumento da
hipersensibilidade ao calor quando comparado a um grupo nao diabético. A
piogliazona mostrou-se eficaz apenas temporariamente na redugdo da
hiperlgesia ao calor nesses animais (GRIGGS et al., 2016).

Deste modo, parece ndo haver uma relagdo nitida entre o
desenvolvimento de uma hipersensibilidade ao calor e a utilizagdo cronica
de oxaliplatina. Em modelos animais de lesdo neural e diabetes, o papel da
redugdo da hipersensibilidade ao calor pelas glitazonas também permanece
indefinido.

O presente experimento também foi capaz de demonstrar a redugao
da hipersensibilidade crénica mecénica induzida pela oxalipaltina quando a
glitazona E1 foi administrada concomitante com o quimioterapico durante
o0s 21 dias do estudo. No entanto, quando a glitazona E1 foi injetada apds o
término da quimioterapia, seu efeito antinociceptivo ocorreu tardiamente,
ou seja, a partir do décimo quarto dia do experimento.

Azevedo et al. (2013), em um modelo de hipersensibilidade
cronica ao frio e mecéanica da oxaliplatina em camundongos, verificaram
que os flavonoides antioxidantes quercitina e rutina reduziram a
hiperalgesia ao frio e mecénica, de modo semelhante ao demosntrado com a
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glitazona E1 no presente estudo. Ensaios de estresse oxidativo mostraram
que a oxaliplatina induz peroxidagdo na medula espinhal e que a rutina e
quercitina diminuem esse efeito. Esses flavonoides também reduzem a
iNOS e a coloracdo por nitrotirosina no corno posterior da medula espinhal,
sugerindo haver um envolvimento do dxido nitrico e peroxinitrito na
neurotoxicidade da oxaliplatina (AZEVEDO et al., 2013).

Toyama et al. (2014) testaram o efeito da substancia SS-31, um
antioxidante  mitocondrial, administrando-0  concomitantemente  a
oxaliplatina e verificaram diminuicdo da hipersensibilidade mecanica e
também reducédo da perda de fibras neurais intraepidérmicas. A injecéo de
SS-31 ap6s o inicio dos sintomas ndo reverteu a hipersensibilidade
mecénica (TOYAMA et al., 2014).

No modelo animal de hipersensibilidade crénica deste trabalho, a
oxaliplatina foi administrada na dose de 3,5 mg/kg i.p. duas vezes por
semana num total de 08 doses, 0 que perfaz uma dose cumulativa de 28
mg/kg. Utilizando a conversdo de doses animais para dose equivalente
humana, tem-se a dose cumulativa de 1165mg/m? semelhante aos 12 ciclos
de oxaliplatina utilizados no tratamento adjuvante de pacientes com cancer
colorretal.

Utilizando 0 mesmo parametro de dose cumulativa da oxaliplatina,
Zanardelli et al. (2014) observaram reducéo na hipersensibilidade mecénica
e ao frio quando foi administrado rosiglitazona na dose de 3 e 10 mg/kg por
via oral concomintante a oxaliplatina em ratos, o que também foi verificado
no estudo com a glitazona E1 na dose de 3,5 mg/kg (ZANARDELLI et al.,
2014).

No sentido de descartar uma possivel interferéncia da glitazona E1
na atividade locomotora dos camundongos ocasionando testes anti-
hiperalgicos falso-positivos, foi realizado o teste de campo aberto no
modelo de hiperalgesia cronica induzida pela oxaliplatina. Os dados obtidos
demonstraram que ndo houve diferenca na locomocdo e atividade
exploratoria entre os grupos de animais, aferido através de cruzamentos em
6 minutos.

Renn et al. (2011) também demonstraram que, em um
experimento de hipersensibilidade crénica induzida pela oxaliplatina, o
grupo que recebeu o quimioterdpico teve boa tolerncia em relagdo ao
grupo naive. Os camundongos que receberam oxaliplatina continuaram com



124

o comportamento de limpar-se, fazer ninhos, explorar o ambiente e escalar
0 topo de suas gaiolas e 20% deles apresentavam acentuacéo leve da cifose
e piloerecdo (RENN et al., 2011).

Morgenweck et al. (2013), em seu modelo de dor neuropética
induzido pela transeccdo de nervo ciatico, mostraram que a pioglitazona
injetada em animais sem a lesdo neural ndo ocasinou nenhuma disfuncéo da
coordenacdo motora (MORGENWECK et al., 2013). A injecéo intratecal de
rosiglitazona em animais naive no experimento de Churi et al. (2008)
também ndo demonstrou reducéo na coordenacdo motora em testes rotaroad
(CHURI et al., 2008).

No modelo de hipersensibilidade crénica induzida pela oxaliplatina
do presente estudo, verificou-se uma reducdo nos niveis de TNF e IL-1f na
medula espinhal, aferidos por enzimaimunoensaio nos grupos que
receberam tratamento com o quimioterapico e glitazona E1, quando
comparado ao grupo de animais que receberam oxaliplatina isolada. Nas
amostras de nervo ciatico o TNF ndo foi detectado nos grupos testados e
ndo demonstrou-se diferenca signiticativa nos niveis de IL-1B entre os
grupos.

Deste modo, a glitazona E1, por intermédio da via PPARy, reduziu
os niveis das citocinas pré-inflamatorias TNF e IL-1B na medula espinhal,
contribuindo para o seu efeito antinociceptivo. Este dado encontrado é
consistente com dados de literatura que demonstram o efeito anti-
inflamatorio dos agonsitas PPARy (NAIM et al., 2017).

PPARs, uma superfamilia de receptores nucleares alvo das
glitazonas, estd ativamente envolvido na imunoregulacdo. Eles regulam
varios fatores de transcrigdo inflamatorios bem como sensibilidade a
apoptose, homeostasia energética, proliferacdo celular e composicdo
lipidica das membranas (NAIM et al., 2017).

Massicot et al. (2013) verificaram que, em cultura de células de
neuroblastoma SH-SY5Y tratadas com oxaliplatina 200 uM, houve ativagdo
dos receptores P2X; e caspase-3 associados com apoptose, como também
aumento significante de 2,5 vezes na producdo de TNF e de 6 vezes na
producdo de IL-6 pelas células tratadas com oxaliplatina. J& a producéo de
IL-1pB foi apenas levemente aumentada. Ja foi demonstrado que as citocinas
pré-inflamatérias induzem alodinia e hiperalgesia aguda e crénica em
modelos animais de neuropatia (MASSICOT et al., 2013).
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Ja em cortex cerebral, por outro lado, detectou-se um aumento dos
niveis de TNF e IL-1p nos grupos de camundongos que receberam
oxaliplatina com a glitazona E1 em relacdo ao grupo da oxaliplatina isolada,
ou seja, um dado contrario ao esperado efeito anti-inflamatério dos
agonistas PPARy como a glitazona E1 em estudo. No entanto, dados
semelhantes foram encontrados por Gélinas et al. (2005) que verificaram
um aumento dos niveis de TNF e IL-1B no cérebro de ratos saudaveis
tratados com o agonsita PPARy ciglitazona. Estes autores sugerem que o
tecido cerebral que ndo sofreu alteracdo na homeostasia de seus mediadores
inflamatorios por evento nocivo prévio, responde de maneira pro-
inflamatoria aos agonistas PPARy, com aumento das citocinas como TNF,
IL-1B e iNOS, porém com mecanismo ainda ndo elucidado (GELINAS et
al., 2005). Postula-se, assim, que o oxaliplatina ndo ocasionou uma
alteracdo na dindmica das citocinas inflamatérias no cérebro dos
camundongos tratados e que neste cenario a glitazona E1 provocou o
aumento dos niveis de TNF e IL-1p.

Deve-se considerar que o tipo de estimulo causador de dano
neuronal (téxico, isquémico, traumatico, infeccioso), tempo decorrido da
lesdo, bem como o sitio anatdbmico do sistema nervoso mais afetado por
esse estimulo, influenciam o mecanismo fisiopatolégico preponderante da
dor neuropética, seja primariamente por meio de alteracdo do metabolismo
oxidativo ou de citocinas inflamatorias, como verificado em modelo animal
de trauma cerebral e efeito neuroprotetor da pioglitazona (PILIPOVIC et al.,
2015). Isto pode explicar os resultados distintos nos pardmetros oxidativos e
inflamatdrios dos experimentos do presente estudo, conforme o érgdo do
sistema nervoso analisado, como observado em homogenato de cortex
cerebral, onde a glitazona E1 aumentou a atividade da catalase mostrando
seu efeito antioxidante, porém em relagdo as citocinas, 0 composto em
estudo ndo evidenciou efeito anti-inflamatério, pois houve aumento dos
niveis de TNF e IL-1f no grupo que recebeu a glitazona E1.

A oxaliplatina causa um dano funcional em mitocdndrias de nervos
periféricos levando a uma quebra na cadeia de elétrons e producdo de EROs
e ERNs (XIAO et al., 2012).

As glitazonas interferem no estresse oxidativo neuronal provocado
pela oxaliplatina aumentando o metabolismo de EROs e ERNs produzidas
por mitocondrias e peroxissomos, sendo a catalase a defesa enzimética
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antioxidante mais importante em peroxissomos de mamiferos (MANELLI
etal., 2013).

Com o intuito de verificar a participagdo do metabolismo oxidativo
na toxicidade cronica da oxalipaltina, realizou-se o estudo da atividade da
catalase no experimento de hipersensibilidade cronica da oxaliplatina em
pata, nervo ciatico, cortex cerebral e medula espinhal. Com relacdo ao
grupo tratado somente com oxaliplatina, 0s animais que receberam também
a glitazona E1 concomintante e ao final da quimioterapia tiverem seus
niveis de atividade da catalase aumentados em nervo ciatico, cortex cerebral
e pata, sem haver diferenca na medula espinhal. Portanto, na
hipersensibilidade cronica & oxaliplatina, o0 metabolismo oxidativo também
tem um papel crucial na fisiopatologia da dor neuropatica tornando-se um
potencial alvo terapéutico das TDZs.

Zanardelli et al. (2014) também demonstraram alteragdes
semelhantes na atividade da catalase, quando utilizaram um modelo animal
com ratos que foram submetidos a uma dose cumulativa de oxaliplatina de
36mg/kg correspondente a 1332 mg/m? no homem, suficiente para
desencadear neuropatia crénica em estudos clinicos. Eles observaram uma
redugdo na atividade e expressdo da catalase em neur6nios do ganglio da
raiz dorsal e medula espinhal em animais que receberam a oxaliplatina. A
administracdo concomitante do agonista PPARYy, rosiglitazona, nos ratos
tratados com oxaliplatina, melhorou o nivel de atividade da catalase e
normalizou o nimero de peroxissomos, bem como reduziu a peroxidacdo
lipidica e carbonilagdo de proteinas na medula espinhal, ocorrendo
concomitantemente com o controle da dor exercida pela rosiglitazona neste
modelo animal. (ZANARDELLI et al., 2014).

O estudo in vitro de Argyriou et al. (2013) mostrou que a
oxaliplatina causa lesGes citotoxicas mais potentes que a cisplatina com
consequente maior dano mitocondrial e severidade da neuropatia periférica.
Ao passo que a neurotoxicidade aguda da oxaliplatina esta mais relacionada
a uma sensibilizacdo de receptores de potencial transitério (TRPS) e canais
ibnicos de sédio e potéssio por EROs e ERNSs, a neuropatia sensorial
cronica resulta de acumulo de platina e alteragdes metabolicas (estresse
oxidativo) nos neur6nios do ganglio da raiz dorsal (ARGYRIOU et al.,
2013).

A glitazona E1 também foi capaz de aumentar os niveis de
atividade da catalase em figado de camundongos tratados com oxaliplatina,
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principalmente quando ela foi administrada apds término da quimioterapia.

Tabassum et al. (2015) observaram que em mitocdndrias isoladas
de hepatdcitos de ratos tratados com oxalipaltina houve elevacdo dos
indices de estresse oxidativo como peroxidagdo lipidica e carbonilagdo de
proteinas, além de alteragbes de agentes antioxidantes enzimaticos e nédo
enzimaticos comprometendo a integridade do parénquima hepatico
(TABASSUM et al., 2015).

No experimento de sensibilidade aguda ao frio induzida pela
oxaliplatina do presente trabalho, observou-se que a sulfassalazina também
foi capaz de reduzir a hipersensibilidade ao frio do quimioterapico com
valor de p<0,01, sugerindo uma interferéncia da via da sintese da
tetrahidrobiopterina (BH4) no mecanismo antinociceptivo da toxicidade
aguda da oxaliplatina. No entanto, esta reducdo na hipersensibilidade foi
inferior & observada nos grupos tratados com a glitazona E1.

Na mensuragdo dos niveis de BH4 na urina dos camundongos
tratados com oxaliplatina, somente houve redugdo significativa de BH4 nos
grupos que receeram também pioglitazona e glitazona E1. Nao detectou-se
diferenca significativa no grupo que recebeu sulfassalazina.

Altos niveis de BH4 sdo produzidos por neurdnios sensoriais com
dano axonal e por macrogafos que infiltram nervos lesados e tecido
inflamatorio. Essa grande producdo de BH4 pelos neurdnios sensoriais
aumenta a sensibilidade a dor e o bloqueio da producdo de BH4 somente
nessas células neurais poderia reduzir a hipersensibilidade consequente a
lesdo neural sem afetar a dor nociceptiva. Uma alternativa para reduzir a
sintese elevada de BH4 na dor neuropatica é o blogueio da enzina
sepiapterina redutase, uma enzima terminal na via de sintese de novo do
BH4. A sulfassalazina, um composto anti-inflamatério, inibe a atividade da
sepiapterina redutase por meio do seu metabolito sulfapiridina, e mostrou
uma modesta reducdo da hipersensibilidade mecénica em camundongos
submetidos a transeccdo de nervo cidtico (LATREMOLIERE et al., 2015).

O menor efeito da sulfassalazina no experimento comportamental e
a auséncia de diminuicdo significativa de niveis de BH4 quando
administratada em conjunto com a oxaliplatina pode ter uma explicagdo na
via de administracdo do farmaco. A microbiota intestinal metaboliza a
sulfassalazina em seu metabolito ativo, a sulfapiridina (ICso de 200 uM)
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(HARUKI et al., 2013). No presente estudo a sulfassalazina foi injetada
por via intraperitoneal podendo ter interferido nos resultados finais.

Também detectou-se um melhor resultado na reducdo da
hipersensibilidade aguda ao frio induzida pela oxaliplatina proporcionada
pela glitazona E1 e pioglitazona em compara¢do com a sulfassalazina. E na
mensuracdo de BH4 urindrio, tanto a glitazona E1 como a pioglitazona
mostraram niveis reduzidos desta pterina em relagdo ao grupo de
oxalipaltina isolado, o que ndo ocorreu de maneira significativa com a
sulfassalazina.

Ressalta-se aqui, que essa diferenca pode estar relacionada a
distintos locais de acdo dos farmacos, sendo que a sulfassalazina atua
primiariamete na sepiaterina redutase (SPR) e as glitazonas atuam na
guanosina trifosfato ciclohidrolase (GTPCH1) como demonstrado por
Linscheid et al. (2003) utilizando a rosiglitazona em cultura de adipdcitos
3T3-L1 (LINSCHEID et al., 2003). A GTPCH1 é um passo limitante da
biossintese de BH4 e € regulada trancricionalmente por concentracfes de
interferon-y, IL-1p, TNF e peroxido de hidrogénio (SHIMIZU et al., 2003).
Como mecanismos fisiopatologicos da neurotoxicidade da oxalipaltina
estdo relacionados a neuroinflamagcdo e metabolismo oxidativo, a
interferéncia das glitazonas na enzima GTPCH1 torna-se uma alternativa
terapéutica promissora.

Devido ao efeito pleiotropico das glitazonas na via PPARy, uma
preocupacao na utilizacdo desta classe de fA&rmacos sédo os efeitos adversos.
A troglitazona foi a primeira TZD aprovada para o tratamento do diabetes
mellitus em 1997, porém foi retirada do mercado no ano 2000 devido &
severa hepatotoxicidade, inclusive com casos de faléncia hepatica fatal. A
segunda TZD, rosiglitazona, foi banida do mercado europeu e tem uso
restrito nos EUA devido ao aumento da morbidade cardiovascular. A
pioglitazona facilita o desenvolvimento de cancer de bexiga e também tem
seu uso restrito (FROHLICH et al., 2015).

No experimento de hipersensibilidade cronica induzida pela
oxalipaltina, mensurou-se o nivel de AST, ALT, glicose, colesterol total,
triglicerideos e creatinina no plasma dos camundongos. Exceto por uma
diminuicdo do nivel de colesterol (p<0,05) no grupo de camundongos que
recebeu glitazona E1 concomitante com a oxalipaltina, todos os demais
parametros bioquimicos ndo mostraram alteracdo significante entre 0s
grupos, demonstrando auséncia de sinais toxicos.
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Gawly et al. (2009) ja mostraram que doses de 4 mg/kg oral de
pioglitazona administradas diariamente por 8 semanas em ratos néo
mostraram  hepatotoxicidade quando analisados niveis séricos de
transaminses e cortes histopatoldgicos do figado. Esses pesquisadores
sugerem que a toxicidade hepatica ndo seja caracteristica da classe das
tiazolidinedionas, e sim um efeito tipico da troglitazona (GAWLY et al.,
2009).

Ja Elshama et al., (2016) demonstraram alteragdes em exames de
funcdo hepatica, renal e cardiaca em camundongos tratados com dose de
200 e 400 mg/kg/dia de pioglitazona por gavagem por 90 dias, sendo que a
alteracBes nos testes bioquimicos foram dose-dependentes (ELSHAMA et
al., 2016). Destaca-se que, neste estudo, a TZD foi administrada por um
periodo trés vezes mais longo e em doses muito superiores ao experimento
do presente trabalho (doses de 1 mg/kg duas vezes na semana num periodo
de 30 dias).

Saha et al. (2013), por sua vez, analisaram alteragdes bioquimicas e
toxicidade hepatica num grupo de 20 homens saudaveis que receberam uma
dose Gnica de 30mg de pioglitazona. Os autores ndo encontraram alteragGes
nos niveis plasmaticos de triglicerideos, colesterol, proteinas totais, glicose
aferidos 30 minutos e 24 horas apds a ingestdo da pioglitazona. A dosagem
de AST e ALT foi normal, excluindo efeitos toxicos hepéaticos (SAHA et
al., 2013).

Com relagdo ao peso dos animais, ndo houve ganho ponderal nos
grupos de animais que receberam tratamento com glitazona E1, inclusive
havendo perda de peso na sexta e sétima semana de acompanhamento em
nivel significativo no grupo de recebeu a glitazona E1 somente no final da
guimioterapia. Néo foi realizado controle de ingesta alimentar e hidrica dos
camundongos. Este dado é contrario ao efeito adverso classico de ganho de
peso e edema dos agonistas PPARy, como demonstrado por Filipova et al.
(2017), onde uma meta-analise em humanos evidencia um aumento de peso
e do indice de massa corporal durante o tratamento com pioglitazona em
pacientes com diabetes tipo 2 (FILIPOVA et al., 2017).

J& Amato et al. (2012) demonstraram que, em camundongos
tratados com o agonista parcial PPARy GQ-16, houve manutencdo da
atividade antidiabética desta tiazolidinediona similar & rosiglitazona, no
entanto, sem ganho de peso ou edema, um efeito comumente associado aos
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agonistas totais de PPARy devido a hiperfagia e reten¢do hidrica induzida
por estes farmacos (AMATO et al., 2012). Como a glitazona E1 mostrou
comportar-se também como um agonista parcial de PPARy similar ao GQ-
16, poderia justificar-se a auséncia de ganho de peso com a glitazona E1
devido ao agonismo parcial de PPARy.

No experimento de hipersensibilidade aguda induzida pela
oxaliplatina avaliou-se o peso absoluto e relativo dos pulmdes, figado, baco,
rins e coracdo dos camundongos, onde tanto a glitazona E1 como a
oxaliplatina eram injetados somente no primeiro dia dos grupos em teste.
Né&o houve alteragcdo nos pesos dos pulmdes, coracdo e rins nos diferentes
grupos.

E sabido que um possivel efeito colateral da oxaliplatina é o dano
sinusoidal hepéatico o que gera hipertensdo portal, com consequente
esplenomegalia e trombocitopenia (OVERMAN et al., 2010). O peso
absoluto e relativo do baco e figado foi maior no grupo tratado com
oxaliplatina isolada em relacdo ao naive, 0 que ndo ocorreu noS
camundongos tratados com oxaliplatina e glitazona E1, ou seja, esta TZD
parece mitigar a hepatoesplenomegalia provocada pela oxaliplatina.

Na andlise histopatoldgica de rim, figado e coracéo pela coloragao
HE dos animais deste experimento de hipersensibilidade aguda, as amostras
ndo apresentaram alteracBes hsitoldgicas significativas entre os diferentes
grupos, inferindo auséncia de modificagbes da arquitetura tecidual
sugestivas de toxicidade aguda tanto da oxaliplatina como da glitazona E1.

Quando Chinnam et al. (2012) administraram a pioglitazona em
doses elevadas via oral (Y2 a % da dose letal mediana) em camundongos, a
andlise histopatol6gica mostrou elevada incidéncia de hipertrofia ventricular
bem como congestdo hepatica e renal (CHINNAM et al., 2012).

Em cultura de células de carcinoma de colo uterino HelLa e de
células mesenquimais pré-lipociticas 3T3-L1, os dados apresentados no
presente trabalho ndo demonstraram citotoxicidade da glitazona E1 em
concentragdes crescentes até 10 M, no teste de viabilidade celular com
MTT.

No ensaio de adipogénese do presente trabalho, a glitazona E1 na
concentragdo de 10 M induziu a adipogénese em cultura de células 3T3-
L1, o que foi evidenciado pelo acimulo de triglicerideos no meio de cultura
e pelo aumento da expressdo da Fabp4 por PCR em tempo real. O efeito
adipogénico da glitazona E1 foi menor do que o provocado pela
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rosiglitazona (agonista total de PPARy). Este dado encontra-se em
concordancia com o0s experimentos de Amato et al. (2012) que
demonstraram que a glitazona GQ-16, um agonista parcial de PPARy,
também induziu adipogénese em células 3T3-L1, porém em menor
intensidade que o agonista total rosiglitazona (AMATO et al., 2012).



132



133

7 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos por este estudo, verificou-se que a
glitazona E1 foi efetiva na reducdo da hipersensibilidade aguda ao frio
induzida pela oxaliplatina, sendo esse feito revertido pelo antagonista
GW9662, confirmando assim a agdo desta TZD pela via de estimulacdo
PPARy. A dose da glitazona E1 que demonstrou esse efeito antinociceptivo
no modelo agudo foi de 1mg/kg intraperitoneal. No experimento do gene
repdrter da luciferase a glitazona E1 comportou-se como um agonista
parcial de PPARYy.

No modelo de neurotoxicidade crénica da oxaliplatina, a glitazona
E1l diminuiu a hipersensibilidade mecénica e ao frio de maneira
contundente, o que ndo ocorreu ao estimulo do calor. Também foi
demonstrado que a glitazona E1 aumentou a atividade de catalase em tecido
nervoso bem como diminuiu os niveis de TNF e interleucina 1p na medula
espinhal dos camundongos.

N&o se constatou efeito tdxico da glitazona E1 quando avaliado
peso de 6rgdos, atividade locomotora, peso corporal, viabilidade celular,
adipogénese e funcdo hepdtica e renal através de dosagens séricas de
transaminases e creatinina. Lipideos séricos e glicemia também nao foram
significativamente afetados, o que demonstrou seguranca na administracdo
desta substancia, porém essa andlise toxicoldgica requer estudos futuros
mais detalhados, em vista dos deletérios efeitos adversos obtidos da
experiéncia clinica com as glitazonas disponiveis comercialmente.

Em virtude da premente necessidade de novas opcles
farmacolégicas para o tratamento da dor neuropatica induzida por
guimioterapicos, a glitazona E1 torna-se uma alternativa promissora para
estudos futuros que corroborem sua eficacia e determinem seu perfil
toxicologico.
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