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RESUMO

O céncer de mama é um dos mais comuns entre as mulheres e um dos farmacos preconizados
para o tratamento dessa doenca é o paclitaxel (PTX). Contudo, um efeito adverso muito
frequente com o uso desse farmaco € o desenvolvimento de neuropatia periférica induzida por
quimioterapia (NPIQ), a qual pode afetar significativamente a qualidade de vida dos pacientes
em tratamento quimioterapico, bem como pode gerar casos de resisténcia ao farmaco e afetar
a eficacia terapéutica. Estudos mostram que animais com neuropatia periférica induzida por
quimioterapia, neste caso por paclitaxel, apresentam danos em mitocndrias, levando ao
aumento de espécies reativas de oxigénio (ERO) e nitrogénio (ERN) e, consequentemente,
desenvolvimento de um quadro de estresse oxidativo. Com isso, 0 objetivo deste trabalho foi
avaliar o efeito da N-acetilcisteina (NAC), &cido lipoico (AL) e vitamina E, todos
antioxidantes, na hiperalgesia mecénica e alodinia ao frio em modelo de neuropatia periférica
induzida pelo paclitaxel em camundongos fémeas da linhagem Swiss. A neuropatia foi
induzida através da administracédo intraperitoneal de paclitaxel 5 mg/kg e o tratamento com o0s
antioxidantes foi realizado por via oral (gavagem), todos na dose de 50 mg/kg, durante 14
dias. Para avaliar a nocicepcdo mecanica e térmica foram utilizados os testes de VVon Frey e da
placa fria, respectivamente. Apos a finalizagdo do tratamento, foram realizadas analises
bioguimicas para avaliar os niveis de marcadores de toxicidade hepatica e renal, como alanina
aminotransferase (ALT) e creatinina, além das dosagens do perfil de estresse oxidativo
(deteccdo de substancias reativas ao 4acido tiobarbitirico — TBARS -, deteccdo de
grupamentos sulfidril e deteccdo de proteinas carboniladas). Além disso, através do implante
de tumores subcutaneos de Ehrlich, avaliamos se os antioxidantes possuem efeitos anti ou
pro-tumorais in vivo. O tratamento com o0s antioxidantes reduziu a nocicep¢cdo mecanica e
alodinia ao frio induzida pelo paclitaxel quando iniciado concomitante com o quimioterapico.
As mesmas doses antioxidantes que atenuaram parametros de nocicepcao também inibiram a
lipoperoxidacdo em tecido hepatico induzida por paclitaxel, ao passo que a carbonilacdo
proteica e alteracdes em tiois proteicos ndo foram alteradas pelo antitumoral. Em modelos de
tumor subcutdneo, o crescimento tumoral ndo foi negativamente afetado pelo uso dos
antioxidantes, porém a linhagem celular implantada mostrou-se resistente ao paclitaxel. Sendo
assim, os dados mostram que o uso da NAC, acido lipoico e vitamina E pode ter relevancia
farmacoldgica no tratamento da NPIQ, embora nossos estudos tenham sido realizados em
modelo ndo-clinico de NPIQ. Aprovacdo CEUA-UFSC n ° 3722260417.

Palavras-chave: cancer; neuropatia; paclitaxel; antioxidantes.



ABSTRACT

Breast cancer is one of the most common cancer type among women and one of the drugs
advocated for the treatment of this disease is paclitaxel (PTX). However, a very frequent
adverse effect associated with this drug is the development of chemotherapy-induced
peripheral neuropathy (NPIQ), which can significantly affect the quality of life of patients
undergoing chemotherapy, as well as may lead to drug resistance and affect therapeutic
efficacy. Previous studies show that animals with paclitaxel-induced peripheral neuropathy
present damage to mitochondria, leading to the increase of reactive oxygen (ROS) and
reactive nitrogen (RNS) species, and development of oxidative stress that promote peripheral
neuron damage. On the other hand, the impact of different antioxidants in paclitaxel-induced
peripheral neuropathy as well as how the affect paclitaxel antitumor effect remains unknown.
The aim of this study was evaluate the effect of the antioxidants N-acetylcysteine (NAC),
lipoic acid (AL) and vitamin E supplementation on mechanical hyperalgesia and cold
allodynia in a model of peripheral neuropathy induced by paclitaxel in mice. Neuropathy was
induced by intraperitoneal administration of paclitaxel 5 mg/kg in alternate days, and
treatment with the antioxidants was done orally (gavage), all at a dose of 50 mg/kg/day, for 14
days. Von Frey and cold plate tests, respectively, were used to evaluate mechanical and
thermal nociception. At the end of treatments, biochemical analyzes were performed to
evaluate the levels of serum markers of hepatic and renal toxicity, such as alanine
aminotransferase (ALT) and creatinine, as well as the oxidative stress profile (thiobarbituric
acid reactive substances TBARS; sulfhydry groups; and carbonylated proteins). Treatment
with antioxidants reduced mechanical nociception and cold allodynia induced by paclitaxel in
Von Frey and Cold Plate tests. Antioxidants attenuated paclitaxel-induced lipoperoxidation in
liver tissues whereas heart and kidney showed no evidence of oxidative damage by paclitaxel.
None evidence of liver and kidney toxicity among treatments was observed in ALT and
creatinine assays. Tumor growth was not affected by antioxidants, even though the Ehrlich
tumors showed resistance to paclitaxel monotreatment. Therefore, the herein presented data
indicate that NAC, lipoic acid and vitamin E may be of pharmacological relevance in the
treatment of NPIQ, although more in-depth preclinical and clinical studies are needed.

Keywords: cancer; neuropathy; paclitaxel; antioxidants.
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1. INTRODUCAO

1.1 Aspectos gerais do cancer e o cancer de mama

O céancer é definido, segundo o Instituto Nacional de Céancer (INCA, 2019), como
um conjunto de doencas, as quais tém um crescimento anormal e incontrolavel de células que
invadem tecidos e 6rgdos. Esse crescimento anormal pode ocorrer devido a modificacbes em
proto-oncogenes, genes supressores de tumor e genes que estdo envolvidos em mecanismos
de reparo de DNA, fazendo com que as células desenvolvam alta taxa de proliferacdo,
acumulando mutacdes e levando a malignizagdo (TYSNES e BJERKVIG, 2007).

Todo esse processo de desenvolvimento da doenca é dividido em trés etapas:
iniciacdo, promocdo e progressdo. O processo de iniciacdo pode ocorrer devido a exposicdo a
agentes carcinogénicos, como toxinas, virus, radiagdo e outros, ou até mesmo através do
aparecimento espontaneo de genes mutados. Com todas as modificacbes que ocorrem, a
regulacdo das vias de proliferacdo celular, sobrevivéncia e diferenciacdo ficam alteradas
(SIDDIQUI et al., 2015).

ApO0s ocorrer 0 processo de iniciacdo, a célula sadia é transformada em maligna num
processo longo e gradual, chamado promocdo. Essas células malignas se proliferam e se
acumulam (INCA, 2019).

O estagio final é conhecido como progressdo, visto que as células ja sofreram
alteracdes tanto fenotipicas como genéticas e a proliferacdo celular encontra-se acelerada.
Neste momento, as células neoplasicas se multiplicam descontroladamente, infiltram os
tecidos adjacentes, fazendo com que aparecam as primeiras manifestacoes clinicas da doenca
(SI'IDDIQUI et al., 2015; LOEB et al., 2003). Além disso, essas células podem desenvolver a
capacidade de invadir a circulacdo sistémica e linfatica e colonizar tecidos distantes, processo
conhecido como metéstase.

Um dos componentes importantes para o desenvolvimento dessas etapas € a
inflamacéo, visto que células imunes comprometidas (exaustdo de células T, por exemplo)
atrapalham o processo de reparo tecidual, favorecendo a producédo de fatores proangiogénicos
e fatores de crescimento. Com isso, ocorre a formacdo de um microambiente favoravel para a
proliferacdo e invasdo de células neoplasicas (TYSNES e BJERKVIG, 2007).

Um dos tipos de cancer mais comuns em mulheres é o de mama, o qual é uma

condigdo causada pela proliferacdo acelerada das células da mama, fazendo com que elas se
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acumulem e formem um tumor. A severidade vai depender do tamanho do tumor, das suas
caracteristicas moleculares (mutacdes, amplificacOes e deleces génicas), da velocidade com
que ele cresce, da ocorréncia de sinais de proliferacdo para outros tecidos (metastase), entre
outros fatores.

Esse tipo de céncer, em 2016, foi o terceiro mais incidente, com estimados 1,7
milhdo de casos (FITZMAURICE et al., 2018), sendo que a maior parte dos casos foi em
mulheres. Ainda em 2016, foi considerada uma das principais causas de mortalidade por
cancer, em ambos os sexos, em todo o mundo (FITZMAURICE et al., 2018).

Os sinais e sintomas variam muito, sendo eles: nédulo ou espessamento da mama,
mudanca no tamanho, forma ou aparéncia de um seio, alteracbes na pele sobre a mama,
formacdo de crostas ou descamacao da area pigmentada da pele ao redor do mamilo ou pele
da mama. Todas essas alteracdes, antes mesmo do diagnostico, podem afetar a qualidade de
vida do individuo.

O diagndstico inclui exame de mama, onde o profissional médico verifica ambos 0s
seios; mamografia, método utilizado para rastreio da doenca; ultrassom de mama, para
verificar se € uma massa solida ou liquida; biopsia, onde se retira uma amostra de células para

realizar o diagnostico definitivo, visto que existem varios tipos de tumor.

1.2 O tratamento do cancer

O tratamento da doenca vai depender do tipo, local e progressdo do tumor. Existem
diversas maneiras de tratar, sendo elas: cirurgia, radioterapia, imunoterapia, terapia-alvo e, a
mais utilizada em tumores avangados, a quimioterapia (PALUMBO et al., 2013).

Os quimioterapicos convencionais ou agentes citotoxicos foram os primeiros agentes
no arsenal para o tratamento do cancer. Hoje em dia, existem diversos farmacos
quimioterapicos, os quais sdo divididos em classes: antimetabdlitos, como o0 metrotexato;
antibioticos antitumorais, como a doxorrubicina; agentes alquilantes, como oxaliplatina e
ciclofosfamida; inibidores da topoisomerase, como o etoposideo; e, por fim, os estabilizadores
de microtubulos, como o paclitaxel, o qual serd o foco desse trabalho (PALUMBO et al.,
2013). Os farmacos utilizados no tratamento quimioterdpico possuem baixa seletividade
celular, afetando tanto as células neoplasicas como as normais, fato este que resulta no
aparecimento de efeitos adversos como alopecia, afec¢fes gastrointestinais, nausea,

mielossupressdo, anemia e disfungdes reprodutivas (SCHIRMMACHER, 2019).
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Os taxanos, como o paclitaxel, de fomula quimica benzoato de (2a,58,78,10B,13a)-
4,10-bis(acetiloxi)-13-{[(2R,3S)-3-(benzoilamino)-2-hidroxi-3-fenilpropanoil]oxi}-1,7-
dihidroxi-9-oxo0-5,20-epoxitax-11-en-2-ila (Figura 1), sdo farmacos bem estabelecidos para o
tratamento de pacientes com cancer de mama (RIVERA & CIANFROCCA, 2015). O
paclitaxel age nos microtubulos das células, sendo estes envolvidos em diversas funcdes
celulares, como mitose e meiose (DESAI e MITCHISON, 1997; SHARP et al., 2000). A
partir da interagdo com dimeros de tubulina, esse farmaco é capaz de realizar a agregacdo dos
microtubulos, estabilizando-os, fazendo com que ndo ocorra a despolimerizacdo. Com isso,
ocorre a inibicdo da reorganizacdo da rede de microtibulos, a qual é essencial para a mitose
celular e transportes intracelulares dependentes de tubulina (Figura 2) (RANG, H.P et al.,
2012). Contudo, um efeito adverso muito frequente com o uso do paclitaxel é a neuropatia
periférica, a qual parece envolver a alteracdo do transporte mediado por microtibulos em
neurdnios periféricos e que causa um grande impacto na qualidade de vida dos pacientes
(HERSHMANEt al., 2014; ELLIS et al, 2013).

Figura 1. Estrutura quimica do paclitaxel. A cadeia lateral de éster ativo em C13 se liga aos
microtdbulos de uma forma independente de trifosfato de guanosina (GTP) para induzir atividade de
citotoxicidade. (M. VINICIUS, N. SOUZA, F. CRUZ et al., 2004).
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Figura 2. Mecanismo de acdo do paclitaxel no céncer. O farmaco agrega os microtubulos,
estabilizando-os, fazendo com que ndo ocorra a despolimerizacdo. Com isso, ha inibicdo da
reorganizacdo da rede de microtubulos, a qual é essencial para a proliferacdo celular e transportes
intracelulares dependentes de tubulina. Adaptado de Sociedade Brasileira de Quimica, (2014),
disponivel em: <
http://gnint.sbg.org.br/gni/popup_visualizarMolecula.php?id=dgfxTPkXV778XYbxsf-pyXzVueg-
OEAQNH8sYXb5TdVk4UyEud9a-dYZt7K392r0OuskewWO0fz1uRaS2nf4rdQ==>. Acesso em: 20 abr.
2019.

1.3 Neuropatia periférica induzida por quimioterapia (NPIQ)

A NPIQ é definida como uma sindrome neuroldgica que acontece com 0 uso de
determinados quimioteréapicos, dentre eles o paclitaxel (D. SIMAO, M., M. MURAD, C., et
al., 2015). Visto que sdo estimados 17 milhGes de novos casos de cancer até 2020, é
preocupante o aumento de casos de NPIQ. Esse efeito ndo so afeta a qualidade de vida, como
pode ocasionar a desisténcia do tratamento, tanto quanto gerar atrasos de protocolo 0s quais
favorecem o surgimento de resisténcia ao quimioterapico e afetam a eficacia terapéutica
(SMITH et al., 2013). Adicionalmente, cerca de 30% a 40% dos pacientes submetidos a
algum tipo de quimioterapia desenvolvem NPIQ e apresentam sintomas de dor e distUrbios
sensoriais (ARETI, A., et al., 2014).


http://qnint.sbq.org.br/qni/popup_visualizarMolecula.php?id=dqfxTPkXV778XYbxsf-pyXzVueq-0EAQnH8sYXb5TdVk4UyEud9a-dYZt7K392r0OuskewW0fz1uRaS2nf4rdQ
http://qnint.sbq.org.br/qni/popup_visualizarMolecula.php?id=dqfxTPkXV778XYbxsf-pyXzVueq-0EAQnH8sYXb5TdVk4UyEud9a-dYZt7K392r0OuskewW0fz1uRaS2nf4rdQ
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A alta taxa de sucesso do tratamento do cancer levou a um aumento da sobrevida dos
pacientes. Assim, o numero de individuos que ja tiveram cancer e que sofrem de condigdes de
dor neuropética estd aumentando também. No geral, cerca de 68% dos pacientes que recebem
quimioterapia desenvolvem neuropatia no primeiro més de tratamento (SERETNY et al.,
2014).

Os sintomas relatados por individuos com NPIQ variam muito, sendo 0s mais
comuns a sensacdo de formigamento, dor nos bracos tipo queimacgéo, alodinia ao frio,
parestesia e dorméncia em maos e pés. Na clinica, observa-se que 0s quimioterapicos que
mais causam NPIQ sdo os compostos da platina (oxaliplatina), taxanos (paclitaxel e
docetaxel), alcaloides da vinca (vincristina e vinblastina) e bortezomibe, pois parecem afetar o
sistema nervoso periférico (ARETI, A., et al., 2014). Como os sintomas relatados sé&o
subjetivos, visto que a dor, principalmente, é “uma experiéncia sensorial ou emocional
desagradavel associada a lesdo tecidular, real ou potencial, ou descrita em termos de tal lesdo”
(IASP), um método de escalas é utilizado para classificar os sintomas clinicos e ajudar no
diagnostico de NPIQ. A Tabela 1, representada abaixo e adaptada de Gutiérrez e

colaboradores (2010), ¢ um exemplo do método utilizado.

Tabela 1. Tabela da escala utilizada para classificar sintomas clinicos de NPIQ. Adaptado de

Gutiérrez e colaboradores (2010).

SCORES
Limitados  Estendem- Acima do
Sintomas  Ausente  aos dedos se até o Estendem-se  joelho/cotovelo
sensoriais das maos tornozelo ao joelho ou ou perda de
ou pés ou punho cotovelo funcao
Sintomas  Ausente Dificuldade Dificuldade Requer Paralisia
motores leve moderada assisténcia
Sintomas 0 1 2 3 4
autonomicos
Reduzido  Reduzido Reduzido
Sensibilidade Normal nosdedos até o pulso/ Reduzido até o acima do
ao pino das tornozelo  cotovelo/joelho cotovelo/joelho
maos/pés
Reduzido Reduzido Reduzido
Sensibilidade Normal nosdedos até o pulso/ Reduzido até o acima do
a vibracao das tornozelo  cotovelo/joelho cotovelo/joelho
maos/pés
Forca Normal  Fraqueza Fraqueza Fraqueza Paralisia
leve moderada severa
Reducio do Reflexo do  Reflexo do Reflexo do
tempo de Normal  tornozelo tornozelo tornozelo Reflexos
desoclusao reduzido ausente ausente, outros ausentes
reduzidos
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A nocicepcao é um processo complexo, o qual é dividido em trés etapas: transducao,
transmissdo e modulacdo. Essas etapas se iniciam como resposta a um estimulo nocivo
externo. Assim, na via ascendente, um neurdnio nociceptor periférico (pseudounipolar)
identifica o sinal, seja ele térmico, mecanico ou quimico e, através de impulsos elétricos
repassa a informagdo para o via neurdnio aferente de segunda ordem, ascendendo ao talamo
via trato espinotaldmico, seguindo para o cortex somatossensorial (GOTTSCHALK, A., et al.,
2001). Esta via ascendente é regulada por projeces descendentes do tronco cerebral, que
promovem modulacdo do sinal ascendente através de interacdes sinapticas no corno dorsal da
medula espinhal, envolvendo mediadores como o GABA e opioides endégenos. O mecanismo

basico da nocicepcdo esta demonstrado na Figura 3.

[PERCEP(:AO ] NOCICEPCAO

" 4

Figura 3. Mecanismo da nocicep¢do. Adaptada de GOTTSCHALK, A., etal., 2001.

A degeneracdo dos neurénios periféricos pode ser consequéncia da falha no sistema
de defesa antioxidante, ou por uma alteracdo na funcdo dos microtubulos, ativacdo de canais
idnicos, apoptose, entre outros fatores. O estresse oxidativo é considerado um dos principais
responsaveis pelos danos neuronais em diferentes modelos de neuropatias, como neuropatia
diabética e a NPIQ (ARETI, A, et al., 2014).

Alguns estudos demonstram que a apoptose resultante do desbalanco redox induzida
por paclitaxel pode ser devida a liberagdo de citocromo ¢ e a desregulacdo de Ca®* através da
abertura do poro de transicdo de permeabilidade mitocondrial (S.J.L. FLATTERS, G.J.
BENNETT., 2006; G. MELLI., et al., 2008). Além disso, autores relatam que a administracdo
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cronica de paclitaxel em animais pode induzir danos severos em nervos periféricos
(PERSOHN,, et al., 2005).

A NPIQ ndo tem um tratamento bem estabelecido, normalmente é tratada fazendo uso
“off label” de gabapentina e antidepressivos como a duloxetina (SMITHet al., 2013).
Entretanto, a eficacia destes tratamentos ndo é totalmente comprovada em neuropatia induzida
por quimioterapicos, dado que tal uso é clinicamente fundamentado em dados obtidos outras
neuropatias, como a neuropatia diabética (QUASTHOFF e HARTUNG, 2002). Assim, como
varios estudos demonstram que a neuropatia pode estar relacionada ao estresse oxidativo, esse
trabalho visa demonstrar o efeito do tratamento com antioxidantes na neuropatia periférica

induzida pelo paclitaxel.

1.4 Espécies reativas de oxigénio e os antioxidantes

A respiracdo celular € um processo de extrema importancia realizado através de
organelas que estdo presentes somente em células eucaridticas, as mitocondrias. Esse processo
se da pela oxidacdo de acidos graxos e glicose, principalmente. A respiracdo celular gera
também radicais livres, que sdo moléculas que contém um ou mais elétrons ndo pareados em
suas Orbitas externas. Sdo chamados também de espécies reativas, pois o desemparelhamento
de elétrons faz com que se tornem moléculas instaveis, com meia-vida curta e que sdo capazes
de reagir com compostos que estdo proximos de sua Orbita, ocasionando reacGes de Oxido
reducdo (J. FRUEHAUF, F. MEY SKENS, 2007).

Além das espécies oxidantes, ha moléculas antioxidantes, as quais sdo responsaveis
pela inibicdo e reducdo das lesdes causadas pelos radicais livres. Essas moléculas podem ser
enddgenas ou exdgenas. As primeiras sdo produzidas pelo proprio organismo e sdo divididas
em enzimaticas, como a superoxido dismutase (SOD) e ndo enzimaticas, como o acido lipoico
e GSH (WILLCOX et al., 2004). As segundas sdo obtidas através da dieta, ou seja, ndo sao
produzidas pelo organismo, entre elas esta a vitamina E.

Em condicBes normais, ha um equilibrio entre substancias oxidantes e antioxidantes,
visto que o balanco redox é importante na regulacdo das vias de sinalizacdo, como a atividade
de quinases e fosfatases (J. FRUEHAUF, F. MEYSKENS, 2007). A superéxido dismutase
(SOD), uma das principais moléculas antioxidantes, catalisa a conversdo de radical anion
superdxido (O*) em perdxido de hidrogénio (H.0>), o qual pode ser convertido em agua pela

catalase ou glutationa peroxidase (GPx) acoplada a glutationa redutase (GR) (Figura 4).
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Porém, quando hd um desequilibrio nesse processo, 0 aumento da producdo de
espécies reativas de oxigénio (ERO) e nitrogénio (ERN) pode sobrecarregar a capacidade
antioxidante celular, podendo causar danos ao DNA e outras disfuncdes celulares através da
reacdo com biomoléculas, como lipoperoxidacdo (dano causado em lipideos), carbonilacdo e
alterac6es em residuos tidlicos (ambos sdo danos causados em proteinas), gerando um quadro
de estresse oxidativo (FIDANBOYLU, GRIFFITHS, & FLATTERS, 2011).

Superéxido dismutase:
20,+2H" —>H,0,+0,
Catalase:
2H,0,—2H,0+0,
Glutationa peroxidase:

2 GSH + H,0, — GSSG + H,O + ROH
Glutationa redutase:

2 GSSG + NADPH +H* — 2 GSH + NADP+

Figura 4. Representacdo esquematica das reaces do sistema antioxidante enzimatico. Adaptada de L.
BARBOSA, M. MEDEIROS.,, et al., 2006.

Sabe-se que o0s nervos de mamiferos sdo mais suscetiveis ao estresse oxidativo devido
ao seu alto conteudo de fosfolipideos e ao axoplasma rico em mitocéndrias (ARETI, A., et al,
2014). As membranas celulares sdo compostas por grandes quantidades de acidos graxos poli-
insaturados, tornando-as um dos componentes mais susceptiveis a acdo das ERO. A
peroxidacdo lipidica descontrolada é um das principais fontes de produtos citotoxicos, como
os aldeidos, que podem desempenhar atividades mutagénicas (SEIFRIED et al., 2007).

Além dos danos causados as membranas, podem ocorrer alteracbes em proteinas
devido a acdo das ERO, fazendo com que suas funcdes figuem prejudicadas (LEVINE et al.,
1990). A mais comum € a carbonilacdo, que resulta na formacdo de grupamentos carbonila,
como cetonas e aldeidos, podendo causar agregacao das proteinas e inibicdo do proteossoma
PIZZIMENTI et al., 2013).

Alguns estudos mostraram que pode haver comprometimento estrutural e funcional
causado por quimioterapicos, aumentando a producdo de radicais livres pelas mitocéndrias. O
estresse oxidativo gerado causa danos fisicos aos neurénios por desmielinizacdo, disfuncédo

mitocondrial, dano microtubular e apoptose (ARETI, A., et al., 2014).
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Além do mecanismo classico inibidor de tubulina do paclitaxel, animais com
neuropatia periférica induzida por paclitaxel apresentam danos em mitocondrias, 0s quais
estdo frequentemente relacionados ao aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio
(ERO) e nitrogénio (ERN) (FIDANBOYLU, GRIFFITHS, & FLATTERS, 2011). Com isso,
0 anseio de investigar o possivel envolvimento do estresse oxidativo na NPIQ aumentou
(ARETI et al., 2014). Alguns estudos demonstraram que a administracdo de fenil N-terc-
butilnitrona reduz a alodinia mecanica na dor neuropatica induzida por paclitaxel em ratos
(KIM et al., 2010), o que pode ser devido a sua capacidade de retirar radicais livres.

O presente trabalho trara dados relativos ao tratamento com o paclitaxel e 0 uso
concomitante de diferentes antioxidantes (N-acetilcisteina, acido lipoico e vitamina E) em
modelo animal, pois ha evidéncias de que o mecanismo de desenvolvimento da NPIQ esta
relacionado ao dano mitocondrial e um quadro de estresse oxidativo (HERSHMAN et al.,
2014).

1.4.1 N-acetilcisteina

A N-acetilcisteina (NAC) é um pro-farmaco, precursor da cisteina, que esta no
mercado ha décadas devido ao seu potencial como agente mucolitico e também no tratamento
da intoxicacgdo por acetaminofeno (paracetamol) (DHOUIB, I.E, JALLOULLI, M, et al., 2016;
SAMUNI, Y, et al., 2013). Além disso, a NAC também é precursora da glutationa (GSH),
uma molécula antioxidante importante presente em nosso organismo. Com isso, alguns
estudos demonstram que o papel benéfico da NAC pode estar associado as suas propriedades
antioxidantes, visto que € capaz de eliminar espécies reativas de oxigénio, ajudando no
balanco redox das células (HORST, A., et al., 2017).

A estrutura quimica dessa molécula possui um grupamento tiol (SH) (Figura 5) que
garante estabilidade e resisténcia, visto que é um grupo que se oxida facilmente fazendo com

que ocorra a formacdo de uma ponte dissulfeto covalente (FISHBANE, S., et al., 2004).
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(@)
OH
HN\ﬂ/CH3
O

Figura 5. Estrutura quimica da NAC. Em destaque o grupamento tiol da molécula. (FISHBANE, S., et
al., 2004)

Como ja foi dito anteriormente, a NAC é uma molécula precursora de GSH. Sendo
assim, é indiretamente um protetor de componentes celulares, bem como ajuda a diminuir o

estresse oxidativo. O ciclo redox da GSH esta representado na Figura 6.

CATALASE }\

H,0 H,0,
GLUTATIONA
PEROXIDASE
GSSG GSH <— CISTEINA
GLUTATIONA T
REDUTASE
NADPH NADP+

Figura 6. Representacdo esquematica do sistema antioxidante da glutationa. Adaptada de WU, G., et
al., 2004.

O mecanismo de acdo da NAC ainda ndo é bem estabelecido, mas alguns estudos
demonstraram que pode ajudar a prevenir alodinia induzida por paclitaxel (SEKIGUCHI, F.,
et al., 2018); que parece ajudar a normalizar o estado oxidativo da medula espinhal devido aos
seus efeitos antioxidantes (HORST, A., et al., 2017) e que pode ser capaz de produzir efeito
antitumoral em alguns tipos de cancer, induzindo apoptose (CAI et al., 1999).

Com isso, 0 uso da NAC parece promissor, porém sdo necessarios ainda mais

estudos com um nimero maior de individuos participantes (SMITH et al., 2007).
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1.4.2 Acido lipoico

O 4acido lipoico é ligado ao grupo amino de residuos de lisina de forma covalente,
exercendo a funcdo de coenzima em diversas fungdes tanto metab6licas como antioxidantes
no organismo. Esta envolvido no metabolismo de proteinas, carboidratos e lipideos, e como
antioxidante é capaz de eliminar varios radicais livres. Supfe-se que a sintese dessa
substancia acontece nas mitocondrias (BILSKA, A., WLODEK, L., 2005). Essa molécula foi
isolada de figado de boi em 1950 e ap0s varios anos sua estrutura quimica foi confirmada, a
qual contém um carbono assimétrico que faz com que seja um composto ativo (Figura 7). Seu
nome quimico é o &cido 6,8-ditio-octandico (BILSKA, A., WLODEK, L., 2005).

O

OH
5—S

Figura 7. Estrutura quimica do &cido lipoico. Adaptada de BILSKA, A., WLODEK, L., 2005.

O acido lipoico é capaz de catalisar a descarboxilagdo oxidativa de a-ceto-glutarato e
piruvato. Além disso, exerce fungdo como antioxidante extinguindo as ERO e quelante de
metais. Essa substancia também é chamada de antioxidante dos antioxidantes devido a sua
capacidade de regenerar outros antioxidantes, como vitamina C e E. Diversos estudos
mostram que seu uso pode auxiliar no tratamento de muitas doencas, como o cancer e doencas
neurodegenerativas (GORACA, A, et al., 2011).

O mecanismo de acdo do acido lipoico acontece através da sua ligacdo com
grupamentos acila, e posteriormente ocorre a transferéncia de uma parte do complexo
enzimatico para outro. Assim, ocorre a reducdo do acido lipoico a &cido dihidrolipoico
(DHLA), o qual se reoxida, formando NADH (AMBROSI et al., 2018). Além da funcéo

antioxidante, o acido lipoico exerce outras func@es que estdo resumidas na Figura 8.
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MECANISMO DE AGAO DO ACIDO LIPOICO E DHLA
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Figura 8. Possiveis mecanismos de acdo do &cido lipoico e acido dihidrolipoico (DHLA). Adaptada
de AMBROSI et al., 2018.

Ainda, alguns estudos demonstram que o acido lipoico pode apresentar atividade
antitumoral em determinados tipos de cancer (UNIT, 2005). Sendo assim, & uma substancia
de interesse para esse trabalho, visto que possui baixa toxicidade e evidéncias de que pode ser

benéfica no tratamento conjunto a quimioterapia.

1.4.3 Vitamina E

A vitamina E é uma grande familia de compostos lipossoliveis. Sua estrutura
quimica é caracterizada pela presenca de um anel cromanol e uma cadeia lateral. Essa familia
é dividida em tocoferdis e tocotriendis, ambas as categorias possuem quatro substancias,
totalizando oito isbmeros. O que os diferencia é a quantidade e a posicdo dos grupamentos
metila presentes no anel cromanol, e para diferencid-los sdo chamados de a, B, y ou 6 (DAS
GUPTA et al., 2015) Nesse trabalho, o foco é o a—tocoferol, visto que é o principal tocoferol

do plasma e dos tecidos. Sua estrutura quimica esta representada na Figura 9.

OH

H:C CHz

HszC
CHg

H3C, HzC
Hae! Ha

Figura 9. Estrutura quimica do o—tocoferol. Adaptada de DAS GUPTA et al., 2015.
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A vitamina E € essencial para equilibrar as reacdes de 6xido-reducdo nos tecidos.
Além disso, € uma substancia bem tolerada via oral pelos humanos e ndo é toxica, apesar de
que podem aparecer alguns sintomas apos sua ingestdo, como fadiga, dermatite e sintomas
gastrointestinais (CONSTANTINOU, C., et al., 2008).

Analisando a estrutura quimica, percebe-se que a molécula é bastante lipossoltvel,
fazendo com que tenha afinidade pelas membranas celulares, onde ocorrem principalmente as
reacOes e com isso é capaz de prevenir a lipoperoxidacdo. O mecanismo de a¢do da vitamina

E est& resumido na figura 10.

Citosol
dcido a lipéice
a-tocetrienoxil Ascorbato (Slutationa oxidada
Radical 1 (GSSG)
ROOH, ROH i NAD(P)H
Cicloda Vic'd‘_’ d“c Ciclo do Tiol | GSH redutase
ROO", RO Vitamina E tamina
1 NAD(P)*+ H*
a-tocoferel
Al de atocotrienal '  Dehidro ascorbato ddido di-hidrolipoico
A€ ) 2 glutationa reduzida
memerana (GSH)
Radicais

Figura 10. Mecanismo de acdo da vitamina E. AG: &cidos graxos. Adaptada de VAN MEETEREN,
M., et al., 2005.

Alguns estudos sugerem que a ingestdo de vitamina E proveniente da dieta pode
reduzir o risco de cancer, baseado em suas propriedades antioxidantes. (DAS GUPTA et al.,
2015). Outros sugerem que sao necessarios mais estudos sobre a atividade dos tocoferdis no
cancer, pois testes em grande escala em humanos forneceram conclusbes inconsistentes
(ANDREAS, A. ARGYRIOU, MD., et al., 2006).

Segundo Constantinou (2008), existem evidéncias de que a vitamina E possui
atividade anticarcinogénica e pode ser uma substancia candidata ao tratamento coadjuvante do
cancer. Relata ainda sobre um estudo que ocorreu na regido do Mediterraneo, onde individuos
gue consumiam dietas ricas em vitamina E tinham um risco menor de surgimento de cancer

de célon comparados as pessoas no norte da Europa e Estados Unidos da América.
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2. JUSTIFICATIVA

N&o ha um tratamento bem estabelecido e amplamente eficaz para a neuropatia
periférica induzida por quimioterapia (NPIQ), a qual responde pobremente aos analgésicos
como paracetamol, anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINES) , opioides ou farmacos como a
duloxetina e pregabalina (SCHESTATSKY & NASCIMENTO, 2009). Além da auséncia de
terapia com eficacia comprovada, ha negligéncia médica em relagdo ao assunto e, muitas
vezes, ocorre atraso na terapia quimioterapica, podendo levar a resisténcia e falha terapéutica.
Os mecanismos moleculares que levam ao desenvolvimento da NPIQ ndo sdo bem
esclarecidos, porém ja existem evidéncias de que o dano mitocondrial e o desenvolvimento de
estresse oxidativo estdo envolvidos. Além disso, muitos trabalhos falham por ndo testar os
farmacos-teste na presenca de implante tumoral. Em 2014, foi publicado um Guia para
Prevencdo e Manejo da NPIQ pela American Society of Clinical Oncology (ASCO),
enfatizando a necessidade de mais estudos referentes ao tema (HERSHMAN et al.,
2014). Sendo assim, a ideia deste trabalho foi testar substancias antioxidantes na prevencao da

neuropatia periférica induzida por paclitaxel, bem como sua toxicidade, em modelo animal.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito dos antioxidantes N-acetilcisteina, &cido lipoico e vitamina E na

neuropatia periférica e toxicidade do paclitaxel em modelo animal.

3.2 Objetivos Especificos

- Avaliar os efeitos do tratamento com antioxidantes sobre a hiperalgesia mecénica e
alodinia ao frio induzidas pelo paclitaxel;

- Realizar analises bioquimicas e enziméticas para avaliar parametros de estresse
oxidativo;

- Realizar anéalises bioguimicas sobre os marcadores séricos de toxicidade nos
animais sob tratamento com paclitaxel e antioxidantes;

- Avaliar o impacto do tratamento com antioxidantes na eficacia antitumoral do

paclitaxel em modelos de tumor subcutaneo de Ehrlich em camundongos.
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4. MATERIAIS E METODOS

Todos os procedimentos aqui apresentados foram submetidos a avaliagdo e
aprovacdo do Comité de Etica da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) antes do
inicio dos experimentos, sob o protocolo de nimero 3722260417.

4.1 Animais e condicdes gerais de experimentagio

Foram utilizados camundongos Swiss fémeas, 0s quais pesavam entre 35 e 45g, com
idade de 4 a 8 semanas. Os animais foram obtidos atraveés do Biotério Central da UFSC e
foram  mantidos de acordo com o0os  principios  éticos  preconizados
no Guide for the Care and Use of Laboratory Animals (The Guide), evitando a dor
e sofrimento animal ao longo dos estudos.

Durante o periodo de experimentacdo, cada grupo experimental foi alocado em uma
gaiola. No termino dos experimentos os animais foram submetidos a eutanasia por meio de
anestesia com cetamina 90 mg/kg e xilazina 10 mg/kg, seguida por exsanguinacdo por/apos
puncao cardiaca.

O calculo do tamanho amostral foi realizado de acordo com Callegari-Jacques
(Bioestatistica, principio e aplicacbes, 2004), e calculado com base nos dados de média e
desvio padrdo do parametro principal da analise obtido de estudos prévios com o mesmo
modelo. O nimero obtido, usando o teste de VVon Frey como teste principal, foi de 6 animais

por grupo.

4.2 Protocolo de inducéo tumoral

4.2.1 Tumor ortotépico de Ehrlich

Para 0 modelo de implante mamario de tumor de Ehrlich, 1 a 2x10°células suspensas
em 100 uL de salina estéril foram inoculadas subcutaneamente na regido das glandulas
mamarias inferiores direita de camundongos Swiss fémeas, utilizando uma pequena incisao
inguinal em animais sob anestesia com isoflurano/O,. Apds a inoculagdo, os tumores foram
palpaveis em um periodo de cinco a dez dias. Uma vez que um tumor palpavel foi detectado,
0s tratamentos com paclitaxel e os antioxidantes teste foram iniciados. Foi utilizado um

caliper para medir os didmetros tumorais ao longo de 15 dias e o volume tumoral foi
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calculado através da seguinte formula: volume (mmd) = 4n/3xa?x(b/2) (MIZUNO et al., 1999;
GALUPPO et al., 2016), onde ‘a’ representa o menor didmetro tumoral ¢ ‘b’ o maior

diametro, ambas as medidas em milimetros.

4.3 Protocolo quimioterapico e indu¢do da neuropatia periférica

A neuropatia periférica foi induzida através da administracéo intraperitoneal de 200
uL/sitio de paclitaxel 5 mg/kg (Glenmark Farmacéutica Ltda — Argentina), diluido em salina,
em dias alternados, durante 14 dias. O quimioterapico foi mantido refrigerado a 4°C, seguindo
as orientacOGes do fabricante. A dose de 5 mg/kg seguiu o estudo de Kamei e colaboradores
(2017). A droga era diluida e preparada apenas no dia da administracdo. Para o grupo veiculo,

foi utilizado soro glicosado.

4.4 Protocolo antioxidante

Os antioxidantes utilizados foram N-acetilcisteina, acido lipoico e vitamina E, todos
na dose de 50 mg/kg, e foram obtidos da Essentia Pharma — Florianopolis - SC. O
armazenamento era feito em freezer com temperatura de -20°C.

A administracdo foi realizada por via oral (500 ulL/dose), atraves de gavagem,
diariamente, ao longo dos 14 dias de tratamento com paclitaxel. Para isso, a NAC e o &cido
lipoico eram dissolvidos em PBS 50 mM, com pH 7,0. Apds, era adicionado hidroxido de
sodio (NaOH 0,1 M) para neutralizar completamente o pH e resultar em solubilizacéo
completa da droga. A vitamina E era diluida em 0leo de gergelim, devido ao seu caréater

lipofilico. Para o grupo veiculo, foi utilizado PBS 50 mM com pH 7,0.

4.5 Testes nociceptivos

Nos dias da realizacdo dos testes (Von Frey e placa fria), os animais foram pré-

ambientados nas plataformas de teste por 30 minutos antes do inicio do experimento.
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4.5.1 Teste de nocicep¢ao mecanica (Von Frey)

Esse teste tem como objetivo avaliar os limiares de nocicep¢do mecénica através do
meétodo up and down de Von Frey (DIXON, 1980; CHAPLAN et al., 1994). Os animais sdo
colocados em cmaras de acrilico, individualmente, e o assoalho da plataforma é gradeado para
que se tenha acesso as patas dos animais. O experimento inicia avaliando a resposta a um
determinado filamento (0,16 g) e, caso ndo haja resposta, o proximo filamento a ser testado é
de uma forca maior (0,4 g); se houver resposta, um filamento de forca inferior (0,07 g) é
testado. Esse processo foi realizado até que pelo menos quatro leituras fossem obtidas apds a
primeira mudanca de direcdo (DIXON, 1980). Os resultados s&o expressos em limiar de
respostas positivas de 50%, e calculadas de acordo com a formula apresentada por Dixon (1980).
Para analise estatistica (mas ndo para representacdo grafica), os dados foram normalizados por

transformacdo logaritmica (log10) e aplicado o teste ANOVA de duas vias.

4.5.2 Sensibilidade ao frio (Teste da placa fria)

A sensibilidade ao frio é avaliada através do teste da placa fria, adaptado de
JASMIN et al. (1998). Foi utilizado um Dblocode gelo envoltopor uma
superficie plana plastica, medindo 22 cm x 16 cm de superficie e 3 cm de altura, com
temperatura superficial de 3+ 1°C. O animal foi posicionado no centro da placa e as

elevacOes de patas foram contadas no intervalo de 1 minuto.
4.6 Homogeneizacao e preparo de amostras

Apos a eutanasia, foram coletados figado, rim e coracdo dos animais. Os 6rgaos
foram homogeneizados através de um homogeneizador de tecidos (X-1020 Turrax) para
posterior analise dos marcadores de dano oxidativo. Foram preparadas duas aliquotas de
cada homogenato, 0s quais, posteriormente, foram armazenados em freezer -80°C.

4.7 Marcadores de toxicidade

O sangue dos animais foi coletado, armazenado em tubo contendo 60 L de EDTA

0,1 M e centrifugado a 3.000 g por 15 minutos. Feito isso, o plasma foi coletado para
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quantificar os marcadores séricos de toxicidade hepatica e renal, alanina aminotransferase
(ALT) e creatinina, respectivamente.

A atividade enzimatica da ALT foi quantificada através do kit ALT/GPT Liquiform
(Labtest Diagndstica, Brasil), a qual se baseia no fato de que a enzima catalisa a transferéncia
do grupamento amina da alanina para o a-cetoglutarato, gerando glutamato e piruvato. Este é
reduzido a lactato pela enzima lactato desidrogenase e a coenzina NADH é oxidada a NAD+.
Esta é capaz de ser detectada fotometricamente em comprimento de onda 340 nm. Os
resultados foram apresentados em unidades de ALT por litro (U/L).

A quantificacdo de creatinina foi realizada através do kit Creatinina K (Labtest
Diagnostica, Brasil). O teste tem como principio a reacdo entre a creatinina e picrato alcalino,
a qual forma um complexo avermelhado. Inicialmente, adiciona-se 200 pL. de amostra ou
padrdao e 400 puL de &cido picrico em tubos de 1,5 mL, seguido da centrifugacdo por 10
minutos para desproteinizacdo. Apds, o sobrenadante é misturado com NaOH e acido picrico
(picrato alcalino) e transferido para uma microplaca de 96 pogos. A absorbéancia é monitorada
em comprimento de onda de 510 nm em 30 e 90 segundos. Os resultados s&o calculados de

acordo com o fabricante e apresentados em mg/dL.

4.8 Dosagem proteica

Essa dosagem foi realizada através do método de Lowry para determinar a
quantidade de proteina necessaria para os testes de dosagem do perfil de estresse oxidativo. O
método utilizado se baseia na mistura de molibdato, tungstato e acido fosforico (Folin 2N),
ocorrendo uma reacdo de reducdo na presenca de proteinas em solucdo alcalina (Reativo C).
Esse reativo é preparado misturando-se, em ordem, o Reativo B1 (sulfato de cobre - CuSO4
1%) + Reativo B2 (Tartarato duplo de sddio e potassio) + Reativo A (hidroxido de sodio e
carbonato de sédio 2%), na presenca do cobre (Cu?*), o qual é um catalisador, produzindo um
composto com absorcdo em 700 nm. A reacdo final produz uma coloragdo azul,
correspondendo a quantidade de proteina presente na amostra. O padréo utilizado foi BSA 0,5
po/ul (bovine serum albumin) e as amostras foram diluidas com PBS 10mM em 60 vezes
para o figado e 30 vezes para coracdo e rim. Por fim, os valores foram calculados e

expressos em pg/uL de proteina por pogo.
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4.9 Dosagens do perfil de estresse oxidativo

4.9.1 Quantificacdo de substancias reativas ao &cido tiobarbiturico (TBARS -
Thiobarbituric acid reactive substances)

Substancias que sdo reativas ao acido tiobarbitirico sdo formadas como um
subproduto da peroxidacdo lipidica, as quais podem ser detectadas através do ensaio do
TBARS, usando o &cido tiobarbitirico como reagente. Nesta técnica, é possivel medir os
produtos dos danos produzidos pelo estresse oxidativo, visto que as espécies reativas de
oxigénio possuem meia-vida muito curta, tornando-as dificeis de medir diretamente. Através
desse ensaio, foram medidos o malondialdeido (MDA) presente na amostra aléem do MDA
gerado a partir de hidroperoxidos de lipideos pelas condigdes hidroliticas da reacdo. Esse
produto é de baixo peso molecular e € formado através da decomposicdo de certos produtos
da peroxidacéao lipidica primaria e secundaria. As
extremidades aldeidicas dos lipoperoxidos reagem com o TBA 0,67% em meio acido e, com 0
aumento da temperatura, ocorre formacdo das substancias reativas, as quais foram
quantificadas com absorbancia de 532 nm. O padréo utilizado foi o MDA 100 nM, e a faixa
de proteina utilizada para as amostras foi entre 0,5 e 2 mg por amostra. Os valores foram

calculados e expressos em nmol/mg de proteina.

4.9.2 Quantificacdo de grupamentos sulfidril totais (tiol reduzido)

Essa técnica tem como principio a reducdo do acido 5,5’-ditio-bis-(2-nitrobenzoico)
10 mM (DTNB ou Reagente de Ellman) com os grupamentos SH das proteinas e outros
compostos, como a glutationa. As amostras foram pipetadas com e sem DTNB, adicionando-
se, em todos os pocos, o tampdo forte (4cido borico 100 mM + EDTA 0,2 mM).
Posteriormente, foram incubadas durante uma hora, em temperatura ambiente. Os resultados
foram quantificados com absorbancia de 412 nm. O padrdo utilizado foi a N-acetilcisteina 1
mM e a faixa de proteinas foi entre 30 e 100 pg. Os valores foram calculados e expressos em

pmol/mg de proteina.
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4.9.3 Quantificacao de proteinas carboniladas (carbonil)

A carbonilagdo é um determinado tipo de oxidacdo proteica que forma cetonas ou
aldeidos reativos, os quais podem reagir com 24-dinitrofenilhidrazina (DNPH) para
formar hidrazonas. A quantidade de hidrazona formada foi quantificada com absorbancia de
370 nm. As amostras foram preparadas com uma faixa de proteinas entre 1 e 4 mg. Para cada
ponto, foram preparados dois microtubos, sendo um com HCI 2M e o outro com DNPH 10
mM, com posterior incubacdo de uma hora em temperatura ambiente, passando no vortex a
cada 15 minutos. Ao final da incubacdo, foi adicionado &cido tricloroacético (TCA) 20% para
precipitacdo das proteinas. Ap06s, as amostras foram centrifugadas trés vezes a 13.500
g durante cinco minutos, e a cada vez os pellets foram lavados com 500 pL de etanol/acetato
de etila (1:1). Apos as lavagens, os pellets foram ressuspendidos com 1 mL de guanidina 6M
e 200 pL foram transferidos para a placa, realizando a leitura. Os valores foram calculados e

expressos em nmol/mg de proteina.

4.10 Analise estatistica

A analise entre varios grupos em condigdes iguais foi realizada por ANOVA de uma
via seguido de Teste de Tukey. Para trés ou mais grupos em duas condi¢des diferentes (tempo
versus tratamentos, por exemplo), a analise foi realizada através de ANOVA de duas vias
seguida de Teste de Bonferroni. No caso do teste de Von Frey, os valores obtidos foram
transformados em log10 e, posteriormente, foram analisados por ANOVA de duas vias. O
nivel de significancia a ser considerado foi de, pelo menos, p<0,05, utilizando o software
Prisma GraphPad®.
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5. RESULTADOS

5.1 Os tratamentos com NAC, acido lipoico ou vitamina E melhoram os parametros de

nocicep¢do mecanica e térmica ao frio em camundongos tratados com paclitaxel.

Inicialmente, foi feita a caracterizacdo da NPIQ por paclitaxel na dose de 5 mg/kg.
Os animais utilizados foram camundongos fémeas Swiss e o farmaco foi administrado a cada
48 horas, durante 14 dias (7 doses). Na Figura 11A é possivel observar que a partir do quinto
dia de avaliacdo experimental, ou seja, na terceira dose administrada, o paclitaxel comegou a
reduzir o limiar de retirada de pata no teste que avalia a nocicep¢cdo mecénica através de
filamentos, chamado de VVon Frey. Além disso, foi possivel observar que o nimero de eventos
nociceptivos no ensaio de placa fria comegou a aumentar apds 48 horas da primeira dose do
farmaco (Figura 11B). Ambos os resultados foram obtidos quando comparados aos animais
tratados com veiculo. Esse efeito foi mantido até o final do experimento.

Ainda analisando a Figura 11A, observamos que a hiperalgesia mecanica foi
parcialmente revertida pelo tratamento com os antioxidantes (NAC, acido lipoico e vitamina
E — todos na dose de 50 mg/kg/dia), dado que os valores de nocicep¢do em grupos tratados
com antioxidantes sao estatisticamente diferentes tanto do grupo paclitaxel quanto do controle
veiculo. Com relacdo a sensibilidade ao frio, a qual foi analisada através do teste de placa fria,
o resultado foi diferente, visto que o numero de eventos realizados pelos grupos tratados com

NAC, &cido lipoico e vitamina E retornou aos niveis do grupo veiculo (Figura 11B).
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Figura 11. Comparacdo dos limiares de nocicepc¢do no tratamento com diferentes antioxidantes em
modelo de neuropatia periférica induzida por paclitaxel em camundongos Swiss. (A) Alodinia
mecénica (Von Frey) e (B) nocicepcao ao frio (teste de placa fria) em camundongos Swiss tratados
com paclitaxel (5 mg/kg) em presenca de NAC, &cido lipoico (AL) ou vitamina E (50 mg/kg) ao longo
de 15 dias de protocolo. * indica diferenca estatistica quando comparados ao grupo veiculo; # indica
diferenca estatistica quando comparado aos grupos paclitaxel (PTX) e veiculo (ANOVA de 2 vias com

medidas repetidas, post hoc de Bonferroni; p<0,05; n=6/grupo).

5.2 NAC, acido lipoico e vitamina E ndo apresentam efeito pro-tumoral em modelo de

tumor subcutaneo de Ehrlich.

O modelo utilizado nesse trabalho foi o de implante subcutaneo de tumor de Ehrlich,
porém ceélulas utilizadas se mostraram resistentes ao paclitaxel in vivo, visto que o
crescimento dos tumores ndo foi reduzido em animais tratados somente com o quimioterapico

(Figura 12). Importante enfatizar que a dose de paclitaxel utilizada foi a mesma usada para
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induzir alteragdes nociceptivas. Apesar disso, nos grupos que foram tratados com paclitaxel
combinados com NAC, &cido lipoico ou vitamina E apresentaram uma diminuicdo do
tamanho tumoral quando comparados aos grupos veiculo e paclitaxel isolado (Figura 12).
Sendo assim, analisando esse resultado podemos dizer que, apesar do paclitaxel ndo ter sido
eficaz no modelo utilizado, os antioxidantes foram benéficos em se tratando da reducgdo
tumoral, embora outros modelos tumorais sensiveis ao paclitaxel serdo necessarios para
reforgar este resultado.
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Figura 12. Comparacdo do efeito do tratamento com NAC, acido lipoico (AL) e vitamina E sobre o
desenvolvimento tumoral de Ehrlich em modelo de neuropatia periférica induzida por paclitaxel em
camundongos fémeas Swiss. (A) Peso do tumor coletado ao final do experimento. * indica diferenca
estatistica quando comparados ao grupo veiculo; # indica diferenca estatistica quando comparado aos
grupos paclitaxel (PTX) e veiculo (ANOVA de 2 vias com medidas repetidas, post hoc de Bonferroni;

p<0,05; n=6/grupo).

5.3 A suplementacdo com antioxidantes diminui os danos oxidativos no figado induzidos

por paclitaxel.

Ao final do modelo de NPIQ por paclitaxel com NAC, &cido lipoico ou vitamina E,
coletamos o figado, rim e coracdo dos animais para posterior andlise do perfil de estresse
oxidativo (danos em lipideos e proteinas), de modo a testar se o paclitaxel induz dano

oxidativo e se os antioxidantes, nas doses utilizadas, exercem efeito protetor de fato.
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A lipoperoxidacgdo lipidica, analisada através do ensaio de TBARS, aumentou
significativamente apenas no figado dos animais tratados com paclitaxel e ndo houve
alteracdo no coracdo e rim dos animais. Adicionalmente, os antioxidantes se mostraram
benéficos para o tratamento da NPIQ, visto que foram capazes de atenuar a lipoperoxidacdo
lipidica no figado (Figura 13A).

Com relacdo a carbonilacdo (carbonil) de proteinas e niveos de tiol reduzido (R-SH),
ndo houve diferenca significativa no coragdo nem rim, apenas no figado de animais tratados
com paclitaxel associado a vitamina E. Tais dados estdo demonstrados na Figura 13B e Figura
13 C.
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Figura 13. Efeito da suplementacdo com NAC, &cido lipoico (AL) e vitamina E sobre marcadores de
danos oxidativos em tecidos periféricos de camundongos fémeas Swiss com NPIQ por paclitaxel. (A)
TBARS, (B) Sulfidril total/grupos R-SH e (C) Carbonil no figado, coracéo e rim de animais veiculo,
tratados com paclitaxel (5 mg/kg) em presenca de NAC, acido lipoico (AL) ou vitamina E (50 mg/kg)
ao longo de 15 dias de protocolo. * indica diferenca estatistica quando comparados ao grupo veiculo; #
indica diferenca estatistica quando comparado aos grupos paclitaxel (PTX) e veiculo (ANOVA de uma

via, post hoc de Tukey; p<0,05; n=6/grupo)
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5.4 Marcadores séricos de toxicidade hepética e renal em animais tratados com

paclitaxel isolado ou combinado com NAC, acido lipoico ou vitamina E.

Depois de terminado o protocolo de 15 dias, 0os animais foram eutanasiados e 0
sangue foi coletado, armazenado em tubo contendo 60 uL de EDTA 0,1 M ¢ centrifugado a
3.000 g por 15 minutos. Feito isso, o plasma foi coletado para quantificar os marcadores
séricos de toxicidade hepatica e renal, alanina aminotransferase (ALT) e creatinina,
respectivamente, através de ensaios colorimétricos.

Como resultados, temos que o tratamento isolado com PTX ou combinado com
NAC, AL ou vitamina E ndo foi capaz de alterar os valores de alanina aminotransferase
(ALT) e creatinina, indicando que ndo houve toxicidade hepatica nem renal, respectivamente
(Tabela 2).

Tabela 2. Efeito da suplementacdo com os antioxidantes sobre os marcadores séricos de toxicidade

tecidual em animais com neuropatia periférica induzida por paclitaxel

MARCADORES
SERICOS DE VEICULO PTX PTX + PTX + PTX +
TOXICIDADE NAC AL VIT.E
TECIDUAL
ALANINA
AMINOTRANSFERASE 192 + 231 13,4 + 12,0 + 14,8 +
(ALT) (U/L) 9.4 23.8 8.1 5.1 6,2

CREATININA (mg/dL) 0,4+0,2 0,4+0,3 03+02 03+01 0,3+0,1

Nesta tabela estdo descritos parametros metabdélicos de camundongos fémeas Swiss divididos em cinco
grupos: veiculo, tratados com paclitaxel (PTX) 5 mg/kg e paclitaxel combinado com NAC, acido
lipoico (AL) ou vitamina E 50 mg/kg. O soro foi coletado dos animais sem um periodo de jejum.
Resultados estdo expressos com a média + desvio padrdo. (ANOVA de uma via, post-hoc de Tukey;
p<0,05).
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6. DISCUSSAO

A NPIQ ¢é um dos eventos adversos comumente relatados por pacientes que fazem
uso do paclitaxel, um quimioterapico bem estabelecido para o tratamento do cancer de mama.
Contudo, ndo existem terapias com eficacia comprovada para tratar a NP1Q. O tratamento na
maioria das vezes é feito baseado em outras neuropatias, utilizando duloxetina e pregabalina
(SCHESTATSKY & NASCIMENTO, 2009), ou até mesmo paracetamol, anti-inflamatdrios
ndo esteroidais e opioides.

O manejo da NPIQ é muito importante, visto que muitas vezes pacientes desistem ou
atrasam sua terapia, 0 que pode levar a falha terapéutica ou resisténcia posteriormente. Com
isso, foi observada uma necessidade de estudos mais aprofundados, ndo apenas em
parametros nociceptivos e de dor, mas incluindo testes com farmacos-teste junto com
implantes tumoral de modo a eliminar possiveis interferéncias com a eficacia dos antitumorais
(HERSHMAN et al., 2014).

Estudos demonstram que animais que desenvolveram neuropatia periférica induzida
por paclitaxel apresentaram danos em mitocéndrias, e, consequentemente, aumento na
producdo de ERO (FIDANBOYLU, GRIFFITHS, & FLATTERS, 2011). Essas espécies
reativas sao equilibradas por diversos mecanismos de defesa antioxidante, podendo impedir o
desenvolvimento de danos celulares (HALLIWELL, 2007).

Assim, esse trabalho teve como objetivo estudar e testar o efeito de substancias
antioxidantes (NAC, &cido lipoico e vitamina E) na prevencdo da neuropatia periférica
induzida por paclitaxel, visto que ja foi demonstrado que a NP1Q pode ser bem relacionada ao
estresse oxidativo em neurbnios periféricos. Foram avaliados pardmetros nociceptivos
mecanicos e térmicos, efeitos sobre o desenvolvimento tumoral e também toxicidade hepatica
e renal do paclitaxel.

Nossos dados sugerem que 0s pardmetros de nocicepcdo mecanica e térmica
melhoram quando tratados com NAC, acido lipoico ou vitamina E na neuropatia periférica
induzida por paclitaxel. O modelo utilizado para inducao tumoral (tumor de Ehrlich) ndo foi
eficaz em se tratando de avaliar o efeito antitumoral do paclitaxel, visto que os tumores in
vivo se mostraram resistentes ao quimioterapico. Contudo, foi observado que o uso da NAC,
acido lipoico e vitamina E ndo foram benéficos para o crescimento tumoral, e até
apresentaram um efeito antitumoral na combinagdo com paclitaxel, indicando que os
antioxidantes ndo alteram a atividade antitumoral. Entretanto, esses dados ndo nos permitem

avaliar se os antioxidantes tém atividade antitumoral per se, dados que grupos de animais
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tratados apenas com os antioxidantes ndo foram conduzidos. Modelos como os tumores 4T1
de mama, os quais sdo sensiveis ao paclitaxel (dados ndo mostrados) serdo realizados para
complementar estes dados.

Com relacdo a toxicidade hepatica e renal, analisadas através das atividades da ALT
e creatinina, respectivamente, o uso isolado do paclitaxel ou combinado com os antioxidantes
ndo alteraram os valores de referéncia. Além disso, os antioxidantes foram capazes de ajudar
na diminuicdo dos danos oxidativos, principalmente lipoperoxidacédo, no figado. J& no tecido
cardiaco e renal esse efeito ndo foi observado. Os resultados nos mostram também que nédo
houve dano a nivel de proteinas (grupamentos sulfidril totais e proteinas carboniladas).

Ainda ha poucos estudos que relacionam o uso da NAC combinado com o paclitaxel,
poréem alguns autores demonstram que a NAC pode reduzir a incidéncia de neuropatia
induzida por oxaliplatina em pacientes com cancer de colon (LIN, P. C., et al., 2006); outros
demonstram que a NAC pode ajudar na inibicdo da invasdo de células cancerigenas (ALUIGI
M. G., et al., 2000); ha também evidéncias de que o aumento do nivel de GSH, ocasionado
pela suplementacdo de NAC, pode prevenir a NPIQ (CASCINU., et al., 1995). Todos esses
estudos corroboram com nossos resultados, visto que a NAC demonstrou ser eficaz na
reducdo da hiperalgesia mecanica e térmica, ajudou a diminuir a lipoperoxidacdo e também
ndo foi benéfica para o crescimento tumoral.

A vitamina E € uma substancia que apresenta propriedades antioxidantes
significativas e tem demonstrado potencial em reduzir o risco de cancer em individuos que
fazem dieta rica em vitamina E (DAS GUPTA et al., 2015). Além disso, alguns estudos
clinicos de fase Il demonstram que a vitamina E (300 mg/dia) pode ter efeito na reducéo da
NPIQ em pacientes recebendo paclitaxel (ARGYRIOU et al., 2006). Embora seja um estudo
de fase Il, com limitado nimero de pacientes, tal resultado é semelhante ao que encontramos
nesse trabalho, pois diminuiu a nocicepcdo mecéanica e térmica e também foi capaz de
diminuir a lipoperoxidacdo no figado dos animais. Entretanto, 0s mecanismos exatos
envolvendo a neuroprotecdo por vitamina E, e 0s outros antioxidantes aqui testados, ndo sao
bem conhecidos, dados que os trés compostos antioxidantes aqui testados atuam por
diferentes mecanismos de acdo para reduzir o estresse oxidativo celular.

O écido lipoico possui propriedades antioxidantes, sendo capaz de eliminar varios
radicais livres. Somado a isso, alguns autores demonstraram que o &cido lipoico pode
apresentar atividade antitumoral em alguns tipos de cancer (UNIT, 2005); outros dizem que o
antioxidante néo foi eficaz na prevencéo da neuropatia induzida por oxaliplatina em pacientes

com cancer (GUO., et al., 2014), porém afirmam que esse resultado pode ser sido devido a baixa
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ades@o dos pacientes. Outros estudos como o de Dinicola e colaboradores (2018), Dozio e
colaboradores (2010) demonstraram que o &cido lipoico ajuda na atividade antitumoral e no
tratamento da NPIQ. Sendo assim, os resultados que obtivemos nesse trabalho fortalecem a
teoria de que o &cido lipoico pode ser um candidato ao tratamento da NPIQ, visto que nossos

dados mostram que ajudou a reduzir os parametros nociceptivos.
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7. CONCLUSAO

Primeiramente, foi possivel concluir que o paclitaxel € um quimioterdpico capaz de
induzir neuropatia periférica na dose de 5 mg/kg em camundongos Swiss. Além disso, 0
presente trabalho demonstrou que a NAC, &cido lipoico e vitamina E utilizados na dose de 50
mg/kg foram capazes de reduzir a nocicep¢do mecanica e térmica provocada pela neuropatia
induzida pelo paclitaxel. Ainda, observamos que os antioxidantes combinados com paclitaxel
resultou em um efeito antitumoral, embora o uso isolado do quimioterapico ndo foi eficaz
sobre a linhagem de células utilizadas para induzir o tumor in vivo.

Com relacdo ao quadro de estresse oxidativo provocado pelo paclitaxel, os trés
antioxidantes utilizados foram capazes de reduzir da peroxidacdo lipidica no figado. No
coracdo e no rim, o paclitaxel ndo causou lipoperoxidacéo, e o efeito dos antioxidantes néo foi
possivel de ser determinado. N&o houve resultados significativos sobre a quantidade de
grupamentos sulfidril totais e proteinas carboniladas em nenhum dos o6rgdos analisados.
Ainda, o quimioterapico e os antioxidantes ndo foram toxicos para os tecidos renal e hepatico.

Concluindo, os resultados sustentam a hipotese de que os antioxidantes séo farmacos
em potencial para o tratamento da neuropatia periférica induzida por paclitaxel. Porém,
estudos ndo-clinicos mais aprofundados e, principalmente, clinicos randomizados devem ser

realizados.
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