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RESUMO

A neuropatia periférica induzida por oxaliplatina (NIOX) é uma importante
morbidade associada ao tratamento do cancer. O manejo do paciente neuropatico
ainda € um desafio devido a dificuldade de diagndstico e a falta de farmacos eficazes
na reducao dos sintomas da NIOX. A cronificacdo e severidade da NIOX, além de
afetarem a qualidade de vida dos pacientes, podem levar a alteragbes no protocolo
quimioterapico, favorecendo o surgimento de resisténcia a antitumorais e falha
terapéutica. E sabido que, dentre os processos fisiopatoldgicos envolvidos na NIOX,
os danos causados por espécies reativas de oxigénio (ERO) e a neuroinflamacgao séo
fundamentais para o surgimento das alteracbes nociceptivas. Dessa forma,
estratégias farmacoldgicas que atuem reduzindo esses dois eventos podem ser uteis
no controle da NIOX. Neste sentido, o B-cariofileno (BCP) € uma molécula promissora
para o tratamento da NIOX, dado que apresenta atividade anti-inflamatéria, na
modulagdo redox e potencial efeito antitumoral. Neste trabalho, foram avaliados os
efeitos do BCP administrado por via oral, sobre a nocicep¢ao e desenvolvimento de
tumores em camundongos tratados com OXA. Os resultados demonstram que o
tratamento, tanto em protocolo preventivo quanto terapéutico com BCP, reduziu a
hiperalgesia mecanica, avaliada através do teste de von Frey; e a alodinia térmica ao
frio, avaliada no teste da placa fria. Os efeitos antinociceptivos observados, ao menos
em parte, sdo exercidos por receptores canabinoides tipo 2 (CB2), dado que o
antagonista CB2 SR144528 inibe o efeito antinociceptivo mecéanico do BCP. O efeito
antinociceptivo observado no tratamento com BCP foi acompanhado pela redugao da
lipoperoxidacao e produgao de ERO, e da reducao da neuroinflamacao, estimada pela
quantificacédo das citocinas inflamatdrias TNF e IL-18 em medula espinhal dos animai
tratados com OXA. Também foi observado que o BCP interfere nas vias de sinalizacao
de TRPA1 e TRPV1, reduzindo a nocicepg¢ao espontanea aguda, hiperalgesia ao frio
e edema de pata de animais que receberam injecéo intraplantar dos agonistas destes
receptores, AITC ou capsaicina. Sobre o desenvolvimento de tumores, o BCP nao
alterou a eficacia antitumoral da OXA, assim como apresentou efeito antitumoral no
modelo de melanoma B16F10. Em suma, os resultados demonstram que o BCP é um
fitoquimico promissor para o tratamento da NIOX, com efeito antinociceptivo na
neuropatia, e sem alterar a eficacia antitumoral da OXA.

Palavras-chave: Neuropatia; nocicepcao; oxaliplatina; B-cariofileno; receptor CBa.



ABSTRACT

Oxaliplatin-induced neuropathy (OIN) is an important morbidity associated with cancer
treatment. Treatment of neuropathic patients remains challenging due to difficulty in
diagnosis and lack of effective drugs to alleviate OIN symptoms. The chronicity and
severity of OIN not only affect patients' quality of life, but may also lead changes in
treatment protocol, which may promote tumor cell resistance to chemotherapy and
reduce the efficacy of antitumor therapy. It is well known that among the
pathophysiological processes involved in OIN, damage by reactive oxygen species
(ROS) and neuroinflammation are fundamental to the development of nociceptive
changes. Therefore, pharmacological strategies that reduce both of these processe,
could be useful in controlling OIN. In this sense, the phytochemical B-caryophyllene
(BCP) is a promising molecule for the treatment of OIN, owing to its anti-inflammatory
effect, redox modulation, and potential antitumor activity. In this work, we investigated
the effects of BCP on nociception and tumor development in OXA-trated mice model.
We found that preventive and therapeutic treatment with BCP reduced mechanical
hyperalgesia, assessed by the von Frey test, and cold allodynia, as assessed by the
cold plate test. The antinociceptive effects are exerted in part by cannabinoid receptor
type 2 (CB2), given that the CB:2 antagonist SR144528 inhibited the mechanical
antinociceptive effect of BCP. The antinociceptive effect observed with BCP treatment
is accompanied by reduction of lipoperoxidation and ROS production, as well as to
decreased of neuroinflammation in the spinal cord. BCP also seems to interfere with
TRPA1 and TRPV1 signaling by reducing acute spontaneous nociception, cold
hyperalgesia, and paw edema in animals treated with intraplantar injection of TRPV1
e TRPA1 agonists, capsaicin or AITC. Regarding tumor development, BCP did not
alter the antitumor efficacy of OXA, and also showed an antitumor effect in the B16F10
melanoma model. The results indicate that BCP is a promising phytochemical for the
treatment of OIN through inhibition of mechanical hyperalgesia and cold allodynia

without altering the antitumor effect of OXA.

Keywords: Neuropathy; nociception; oxaliplatin; B-caryophyllene; CB2 receptor.
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1. INTRODUGAO

1.1 TERAPEUTICA DO CANCER E OS EFEITOS ADVERSOS DA QUIMIOTERAPIA
ANTITUMORAL

A neuropatia induzida por quimioterapia (NIQ) € uma morbidade relacionada
ao tratamento do cancer. A frequéncia de individuos que desenvolvem efeitos
adversos a quimioterapia tende a aumentar nas proximas décadas, dado que a
incidéncia de canceres tem aumentado ano apos ano. Isso ocorre como consequéncia
ao aumento da expectativa de vida e a adogcido de habitos de risco vivenciados na
sociedade moderna, que culminam no aumento da casuistica de algumas doencas,
dentre elas o cancer (ZHANG et al., 2020). A incidéncia do cancer vem aumentando
a cada nova estimativa publicada. Nos dados publicados pelo Global Burden of
Disease Cancer Collaboration, observa-se que entre os anos de 2006 e 2016 houve
aumento de 28% nos casos de cancer e 8,9 milhdes de mortes por cancer no mundo
(FITZMAURICE et al., 2018). Dados mais recentes demonstram que, entre 2010 e
2019, houve aumento de 26% na incidéncia de novos casos e de 20,9% na
mortalidade por cancer, sendo que para 2019 foram estimados 23,6 milhdes de novos
casos de cancer e mortalidade de 10 milhdes de individuos (KOCARNIK et al., 2022).

Até meados de 1960, o tratamento do cancer era baseado em resseccao
cirurgica dos tumores e radioterapia. Porém, com as recorrentes observagdes de
metastases e recidivas dos tumores, a quimioterapia passou a ter relevancia no
tratamento do cancer (AMJAD et al., 2021). O conceito de quimioterapia foi proposto
por Paul Ehrlich em 1900, definido como “uso de produtos quimicos para tratar
doencgas” (DEVITA & CHU, 2008). A quimioterapia antitumoral teve inicio no século
20 com uso clinico da aminopterina e das mostardas nitrogenadas, impactando
significativamente na sobrevida dos pacientes com cancer (GALMARINI et al., 2012).
A partir disso, varios compostos quimioterapicos foram estudados para o tratamento
do cancer, focando na descoberta de drogas citotoxicas, com baixa ou nenhuma
seletividade para as células cancerosas, afetando de forma importantes células
saudaveis, culminando nos efeitos adversos observados no tratamento quimioterapico
(SCHIRRMARCHER et al., 2017).

Os efeitos adversos classicos da quimioterapia acometem tecidos que
apresentam alta taxa de proliferagdo, como o sistema gastrointestinal, onde induz

vOomito, diarréia, enjoo e inapeténcia; o sistema reprodutor podendo levar a
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infertilidade; nos foliculos pilosos, levando a alopecia; a medula éssea, causando
mielossupressao e por consequéncia imunossupressao e predisposi¢cao a hematomas
e hemorragias (SCHIRRMACHER, 2017). Alguns quimioterapicos causam efeitos
adversos especificos, como € o caso da doxorrubicina, que é cardiotoxica (CHRISTIDI
& BRUNHAM, 2021), da cisplatina, que € altamente nefrotéxica (MANOHAR &
LEUNG) e de alguns derivados de platina, taxanos e alcaldides da vinca, que causam
neuropatia periférica, a principal morbidade em nivel neurolégico observada no uso
destes quimioterapicos (CAVALETTI et al., 2019).

O uso da quimioterapia citotéxica ainda € uma das alternativas mais utilizadas
na terapéutica do cancer, e tende a persistir mesmo com a evolugao das terapias alvo,
pois pode ser empregada de forma curativa, adjuvante, neoadjuvante ou paliativa,
auxiliando no aumento da sobrevida de individuos com cancer (FANGET et al., 2023;
TEVAARWERK et al., 2021; BIRTLE et al., 2020; ABASSI et al., 2019). Estima-se que
em 50 anos (2070) o diagndstico de novos casos de cancer dobre em relacéo a 2018,
acometendo cerca de 34 milhdes de pessoas (SOERJOMATARAM et al., 2021),
tendendo assim a aumentar também o uso de quimioterapicos, dado que uma parcela
consideravel desses individuos deve ser submetida a protocolos de quimioterapia. Por
consequéncia, a quantidade de pacientes que deve experienciar algum efeito adverso,
como a neuropatia induzida por quimioterapia (NIQ) aumentara, uma vez que esta é
uma das morbidades relacionadas ao tratamento do cancer que mais afeta a
qualidade de vida de pacientes em quimioterapia a curto e longo prazo e é causada
por classes de quimioterapicos ainda em uso clinico, como os alcaloides da vinca,
taxanos e derivados de platina (CAVALETTI et al., 2019). Os sintomas de neuropatia
sdo muitas vezes negligenciados na clinica, mesmo quando afetam a qualidade de
vida e seguranga do paciente. Por outro lado, a auséncia de intervengdo aumenta a
probabilidade de agravamento da NIQ (ZAJACZKOWSKA et al., 2019). Além disso,
mesmo quando identificada a NIQ, o tratamento farmacoldgico muitas vezes é ineficaz
e baseado na terapéutica de outras neuropatias, existindo assim a possibilidade de

busca de novas opg¢des farmacologicas para controle dos sintomas da NIQ.

1.2 NEUROPATIA PERIFERICA INDUZIDA POR QUIMIOTERAPICOS: ASPECTOS
CLIiNICOS

A NIQ é uma polineuropatia causada pelo uso de algumas classes de

quimioterapicos antitumorais, sendo frequente em tratamentos com derivados de
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platina, taxanos e alcaldides da vinca. Dentre os fatores que influenciam no
surgimento e severidade da NIQ estdo o tipo de quimioterapico utilizado, as doses,
intervalos entre os ciclos de administragéo, uso de politerapia (em especial uso prévio
de opioides), idade avancada e comorbidades como diabetes, HIV, tabagismo e
etilismo (COLVIN., 2019). A NIQ pode se apresentar tanto de forma aguda quanto
cronica, podendo perdurar por meses a anos apos o fim do tratamento quimioterapico
(CAVALETTI et al., 2019). Uma das mais abrangentes revisdes sistematicas e meta-
analise, realizada por SERETNY e colaboradores (2014), baseada em 31 estudos com
dados de 4.179 pacientes em quimioterapia, constatou prevaléncia de neuropatia em
68,1% dos pacientes no primeiro més apés a quimioterapia, 60% aos 3 meses, € 30%

aos 6 meses ou mais.

Dentre os indutores de NIQ, os derivados de platina requerem atencgéo espe-
cial, dado que podem causar neuropatia em até 70% dos pacientes, com destaque
para a oxaliplatina (OXA), que pode induzir neuropatia aguda (nos primeiros ciclos)
variando entre 4 a 98% dos pacientes em tratamento. Quando associada a outros
farmacos, como no protocolo FOLFOX (leucovirina, fluoracil e oxaliplatina) utilizado
no tratamento do cancer colorretal, foi observada incidéncia de sintomas de neuropa-
tia em 71% dos participantes do estudo, e destes, 84% apresentavam algum compro-
metimento funcional ou na qualidade de vida até 25 meses apds o cessar da quimio-
terapia (BURGESS et al., 2021; GEBREMEDHN et al., 2018; PACHMAN et al., 2015-
2016). Deve se levar em consideragcao que esses dados podem estar subestimados
devido a negligéncia no diagndstico clinico, pois existem estudos que demonstram
diferenga no percentual do diagndstico médico para algum sintoma de neuropatia em
comparacgao aos relatados por pacientes (BURGESS et al., 2021; PARK et al., 2017),
além da subnotificagao, uma falha que ainda é recorrente (DESFORGES et al., 2022).

Os sintomas experienciados em pacientes que desenvolvem NIQ s3ao:
hiperalgesia, parestesia e disestesia, sensagao de queimagao e/ou choques elétricos
e de vestir meias e luvas. Em casos mais severos, se tem relatos de dor lancinante
(ZAJACZKOWSKA et al., 2019). Sintomas motores ocorrem com menos frequéncia e
assumem a forma de fraqueza distal, disturbios de deambulacao, perda de equilibrio
e alguns movimentos prejudicados, que podem evoluir para perda da percepg¢ao
sensorial e, em casos extremos, levar a paresia, imobilizacdo completa do paciente e
incapacidade grave (ZAJACZKOWSKA et al., 2019).
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O diagndstico da NIQ ainda ndo tem um padrdo bem estabelecido, por se tratar
de uma neuropatia de dificil obtengédo de dados quantitativos. Atualmente, empregam-
se avaliagdes objetivas e subjetivas. As objetivas sdo avaliagbes neurofisiologicas,
tais como estudos de condug&o nervosa, os quais direcionam o diagndstico quando
observada axonopatia, a principal alteracdo observada em pacientes com NIQ (DES-
FORGES et al., 2022; CAVALETTI et al., 2010). As avaliagdes subjetivas, sdo basea-
das nos relatos dos pacientes que, devido as dificuldades de avaliagcado clinica, se
tornaram uma ferramenta importante para o diagnostico da NIQ. Uma das avaliagdes
subjetivas utilizadas ¢ a ficha de avaliagao de Critérios Comuns de Terminologia para
Eventos Adversos (NCI-CTCAE), onde os médicos pontuam de 1 a 5 o grau de efeitos
adversos, que incluem a NIQ (CAVALETTI et al., 2007-2010). Devido as limitagdes
dos testes objetivos e subjetivos, o uso conjunto dessas avaliagdes vem sendo insti-
tuida para o diagndstico da NIQ, sendo o mais comum a pontuagéo total da neuropatia
(TNS-Total Neuropathy Score), que se provou ser mais sensivel do que o NCI-CTCAE,
sendo confiavel para avaliar gravidade e altera¢des durante a NIQ (DESFORGES et
al., 2022).

O diagndstico precoce da NIQ é importante, pois o controle farmacolégico pode
reduzir a probabilidade de cronificacdo da dor induzida por quimioterapicos (ZUO et
al., 2003; ELLIS e BENNET, 2013). Porém, a NIQ ¢é uma neuropatia
farmacorresistente, em que poucos farmacos mostram beneficios significativos para
a maior parte dos individuos avaliados em testes clinicos (SALAT, 2020). As terapias
disponiveis para NIQ ainda sao limitadas, ineficazes em muitos pacientes, e baseadas
em farmacos empregados em outras neuropatias. Nenhuma estratégia foi altamente
eficaz para eliminar os sintomas dessa neuropatia (QUASTHOFF e HARTUNG, 2002;
NITIPIR et al., 2018).

A duloxetina é um dos farmacos mais recomendados para o tratamento da NIQ,
embora a eficacia apresentada em estudos clinicos nao seja alta (CHOW et al., 2022).
Por exemplo, foi observada reducdo da dor associada a neuropatia induzida por
paclitaxel ou oxaliplatina em 30% dos pacientes tratados com duloxetina (SMITH et
al., 2013). No estudo de FARSHCHIAN e colaboradores (2018), foi observada uma
melhora moderada em tratamento com duloxetina em pacientes tratados com taxanos
ou derivados de platina. Os mecanismos pelos quais a duloxetina apresenta efeito na
reducdo da dor apenas em uma parte dos pacientes com NIQ ainda ndo foi
estabelecido (SMITH et al., 2013)
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Tem sido descrito que o uso prévio de opioides € um fator de risco para o
surgimento dos sintomas da NIQ (COLVIN et al., 2019). Além disso, opioides causam
tolerancia a longo prazo, que pode dificultar a aplicagdo no tratamento da NIQ
especialmente em pacientes com NIQ crbénica. Apesar disso, alguns estudos
demonstram efeito analgésico de opioides na NIQ. O tratamento com oxicodona
reduziu em 47% a intensidade da dor em pacientes com neuropatia induzida por
bortezomib (CARTONI et al., 2012) e melhorou em 21% a pontuagdo de dor em
pacientes com neuropatia induzida por diferentes quimioterapicos, e que nao
responderam ao tratamento com pregabalina e gabapentina (KIM et al., 2018).

O uso de AINEs na NIQ é contraditorio. Existe literatura demonstrando efeito
benéfico, reduzindo as respostas nociceptivas em modelo animal de neuropatia
induzida por paclitaxel (UEDA et al., 2012). Em outro estudo, o uso de AINEs nao
apresentou eficacia antinociceptiva em animais com neuropatia induzida por
vincristina (LYNCH et al, 2004). Os estudos com AINEs na NIQ sao limitados e
necessitam de mais avaliacbes (DESFORGES et al., 2022). Além de que o uso
prolongado de AINEs pode acarretar uma série de efeitos adversos em diferentes
sistemas, como o cardiovascular e gastrointestinal (BINDU et al., 2020), sendo que a
prépria quimioterapia provoca efeito colateral a nivel gastrointestinal, o uso de AINEs
pode intensificar estes sintomas em um tratamento de longo prazo.

Pregabalina e gabapentina sdo farmacos muito utilizados no tratamento de
diferentes neuropatias, porém na NIQ esses farmacos apresentam efeitos
contraditorios em estudos clinicos; alguns estudos demonstram melhora da dor (SAIF
etal., 2010; MISHRA et al., 2012; MAGNOWSKA et al., 2018) e outros nos quais nao
foi observada eficacia (RAO et al., 2007).

O uso de canabinoides na NIQ ainda € uma estratégia a ser explorada. Apesar
de alguns trabalhos demonstrarem efeito antinociceptivo do uso de canabinoides em
modelo animal (BLANTON et al., 2019), estudos clinicos ainda sdo poucos, com
evidéncias promissoras em estudos-piloto. O uso de uma formulacado contendo THC
e CBD administrado por spray oral apresentou eficacia superior ao grupo placebo em
pacientes com dor neuropatica persistente por trés meses apdés a conclusao da
quimioterapia com paclitaxel, vincristina ou cisplatina (LYNCH et al., 2014). D’ANDRE
e colaboradores (2021) apresentam um relato de casos de pacientes em quimioterapia
apresentando algum nivel de neuropatia e observaram que o tratamento com CBD,

THC ou CBD+THC por via tépica apresentou beneficio frente a neuropatia em 84,6%
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dos 26 pacientes do estudo. Porém, o efeito foi transitério, retornando os sintomas
horas apdés a administragdo dos canabinoides. Sendo assim, a eficacia de
canabinoides carece de maiores avaliagdes clinicas e farmacoldgicas, incluindo o uso
de canabinoides agonistas seletivos para os receptores CB1 e/ou CB2, dado que
grande parte dos pacientes desses estudos foram tratados com CBD, cujo mecanismo
de acdo ainda nao foi totalmente elucidado.

Além dos impactos sobre a qualidade de vida do paciente, a NIQ pode exigir
reducdo na dose do quimioterapico, aumento no intervalo entre os ciclos, ou mesmo
finalizagao do protocolo antes do planejado, podendo comprometer significativamente
0 sucesso do tratamento antitumoral e reduzir a sobrevida do paciente (COLVIN.,
2019). Sendo assim, a pesquisa por farmacos que tenham eficacia comprovada em
uma parcela maior de pacientes e que reduzam mais significativamente os indicadores
(scores) de dor, sdo necessarios para a melhora da qualidade de vida e sobrevida de

pacientes em quimioterapia.

1.3 FISIOPATOLOGIA DA NEUROPATIA INDUZIDA POR OXALIPLATINA

Os danos neuronais causados por quimioterapicos variam de acordo com as
diferentes classes de farmacos, com as propriedades fisicas e quimicas especificas
do farmaco utilizado, e com a posologia. Os mecanismos que induzem a NIQ, em
parte, resultam dos mesmos mecanismos citotoxicos pelos quais 0os quimioterapicos
desempenham o efeito antitumoral (ZAJACZKOWSKA et al., 2019). Por exemplo, os
taxanos induzem morte das células tumorais pela desestabilizagdo dos microtubulos,
mesmo mecanismo que em células neuronais causa degeneragao walleriana por falha
no transporte axonal (ZAJACZKOWSKA et al., 2019). A OXA, além de formar adutos
de platina no DNA genémico, também forma esses adutos no DNA mitocondrial, o que
leva a disfuncdo mitocondrial, culminando na reducado da sintese de adenosina
trifosfato (ATP) neuronal, além de aumentar de forma significativa os niveis de ERO,
amplificando os danos neuronais (KANG et al., 2021).

A OXA é o quimioterapico padrao ouro no tratamento do cancer colorretal e das
metastases em consequéncia desse cancer (RANIERI et al., 2019), sendo a NIOX um
dos efeitos adversos mais prevalentes em pacientes com cancer colorretal tratados
com OXA. A NIOX pode ser observada de forma aguda ja no primeiro ciclo de
tratamento, assim como pode cronificar com a continuagao dos ciclos de quimioterapia

(KANG et al., 2021). Como observa-se na Figura 1, alguns mecanismos em particular
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sao responsaveis pelos sintomas agudos, como é o caso da alteragdo das
propriedades funcionais dos canais de Na* dependentes de voltagem, provocadas

pelos metabolitos do oxalato presente na OXA (KANG et al., 2021).
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Figura 1. Mecanismos envolvidos na NIOX. Apds a infusdo de oxaliplatina ocorre bloqueio
de canais ibnicos dependentes de voltagem, e modulagéo de receptores da familia TRP que
participam principalmente na neuropatia aguda (circulos em rosa), mas também na neuropatia
cronica (circulos em azul). Na cronificagdo da NIOX também ha participagédo de danos ao
DNA gendmico e mitocondrial, que por consequéncia leva ao aumento de EROs. Os danos
neuronais provocados pela OXA induzem a liberagdo de mediadores inflamatdrios, ativando
astrocitos e microglia que participam da sensibilizagéo nociceptiva em nivel de SNC (adaptado
de KANG et al., 2021).

Ja esta estabelecido o envolvimento de canais de K* na NIOX, onde a
hiperexcitabilidade induzida por OXA foi reduzida apds a ativagdo de canais de K*
axonais (Kv7) (SITTL et al., 2010) e de canais de Ca?*, onde o tratamento com
bloqueadores dos canais de Ca?* é clinicamente empregado (SIAU, 2006). Porém, na
cronificacdo da NIOX, disfungcdes dos canais ibnicos ainda sdo observadas. Em um
estudo em humanos, 78% dos pacientes que desenvolveram neuropatia cronica

apresentaram anormalidades nas correntes de Na* (KRISHNAN et al., 2005).
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Também estdo envolvidos nos processos agudos da NIOX os receptores de
potenciais transitérios (TRPs), pois o tratamento com OXA resulta na regulagao
positiva do mRNA do receptor de potencial transitorio vaniloide tipo 1 (TRPV1),
receptor de potencial transitorio A1 (TRPA1) e do receptor de potencial transitorio
subfamilia M membro 8 (TRPM8) em neurbnios do ganglio da raiz dorsal (DRG) in
vitro. Ja foi observado in vivo que a alodinia ao frio esta relacionada ao aumento na
sensibilidade e expressdo de TRPM8 e TRPA1, em camundongos (GAUCHAN et al.,
2009). A expressédo de TRPM8 aumentou significativamente em 3 dias apds a injegéo
de uma dose terapéutica de OXA, aumentando consequentemente a sensibilidade ao
frio (GAUCHAN et al., 2009).

Um dos fatores-chave para desenvolvimento e cronificagdo da NIOX é a
formacédo dos adutos de platina no DNA, que ocorre amplamente em neurdnios do
DRG. E sabido que ha correlagdo entre dano provocado por adutos de platina no DNA
e a severidade da neuropatia (TA et al., 2006). O dano ao DNA inibe a transcricéo de
RNA, que inviabiliza varias fungdes neuronais além de ativar vias apoptéticas. O dano
ao DNA também ocorre em nivel mitocondrial, onde a inibicdo da transcricdo e da
replicacdo do DNA, provocam disfungao mitocondrial, levando a interrupgao da cadeia
de transporte de elétrons, reduzindo a sintese de ATP e, por consequéncia a energia
disponivel para manutencao da atividade neuronal, além da superprodugédo de ERO,
que é um fator importante no desenvolvimento e cronificacédo da NIOX (KANG et al.,
2021).

Os danos provocados pelas ERO originados principalmente pela disfungao
mitocondrial, sdo de grande relevancia para a severidade e cronificacao da NIOX. Em
um recente trabalho do nosso grupo, observamos que em camundongos o tratamento
com OXA provoca aumento da lipoperoxidagao, bem como da producdo de ERO
gerais € do anion superdxido em medula espinhal de camundongos. O tratamento
com diferentes antioxidantes foi capaz de reduzir a lipoperoxidacao e a producao de
ERO, além de reduzir a hiperalgesia induzida pela OXA, demonstrando assim um
papel importante do dano oxidativo no desenvolvimento da NIOX (AGNES et al.,
2021).

No que se refere a sinalizagcdo nociceptiva, as ERO sao relatadas como
moduladores de TRPA1. Além de ser considerado um sensor de estresse oxidativo,
também atua na sinalizagao de estimulos frios. O peréxido de hidrogénio é uma ERO

que ja foi associada com a capacidade da OXA de produzir hipersensibilidade
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mecanica e ao frio agindo sobre TRPA1. O efeito da OXA em TRPA1 parece ser
indireto, tendo participagcdo dos subprodutos do estresse oxidativo (BESSAC et al.,
2008; KARASHIMA et al., 2009; DEL CAMINO et al., 2010). Dessa forma, é possivel
inferir que as ERO participam tanto no dano celular quanto na sinalizag&o nociceptiva
na NIOX.

Outro fator crucial para o desenvolvimento e cronificacdo da NIOX é a
neuroinflamacado em resposta aos danos neuronais provocados pela OXA. A literatura
demonstra de forma concreta que a quimioterapia regula positivamente os niveis de
mediadores pro-inflamatérios (MCLEARY et al., 2019). Em uma analise de expressao
génica realizada em camundongos, foi observado que a OXA regula genes
associados a funcdo neuronal e a resposta inflamatoria (STAROBOVA et al., 2019).
Ja é bem estabelecido que a OXA induz neuroinflamacéo na periferia, onde aumenta
a atividade de macréfagos no DRG que contribui de forma fundamental para o
desenvolvimento da NIOX (TSUBOTA et al., 2019). Também foi observado que a OXA
leva ao aumento de TNF, IL-1B e IL-6 e diminuigdo de IL-10 no DRG de ratos (LI et
al., 2017). Sabe-se que mastécitos liberam mediadores inflamatérios que participam
da inflamacgao neurogénica (GREEN et al., 2019). Nesse contexto, foi demonstrado
que a OXA aumenta a quantidade e a degranulagcdo de mastécitos, induzindo
hiperalgesia mecanica, em camundongos com deficiéncia de mastécitos a
hiperalgesia mecéanica nao foi observada apés a inje¢cao de OXA (SAKAMOTO et al.,
2016).

Existem evidéncias de que a OXA também induz neuroinflamagao em nivel de
SNC, principalmente na medula espinhal, e que a redugao da neuroinflamacéao reduz
significativamente a nocicepgéo. Sabe-se que a OXA induz aumento da ativagdo da
microglia e astrocitos (MANELLI et al., 2013a; MANELLI et al., 2013b), aumenta os
niveis de TNF, IL-1B e IL-4 e diminui IL-10 em medula espinhal de ratos (JANES et
al., 2015). Nosso grupo demonstrou que, em camundongos, o tratamento com OXA
aumentou os niveis de TNF e IL-1B em medula espinhal. Ainda, quando realizado
tratamento com OXA em animais nocaute para TLR4" e nocaute de caspases 1/11-
, tais vias de sinalizagao participaram da resposta inflamatdria, dado que os niveis de
TNF e IL-13 reduziram significativamente em comparagao com os animais selvagens
(AGNES et al.,, 2021). Por fim, os animais nocautes ndo apresentaram alodinia

mecanica induzida por OXA, sugerindo que a neuroinflamagao € fundamental para o
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surgimento das alteragbes comportamentais nociceptivas em camundongos tratados
com OXA.

1.4 BETA-CARIOFILENO: ORIGEM, EFEITOS BIOLOGICOS E MECANISMOS DE
ACAO

Dada a relevancia da inflamacao e estresse oxidativo na NIOX, intervencdes
para reduzir a neuroinflamagdo e ERO, que possam ser empregadas a longo prazo,
podem ser uteis para o controle da NIOX. Neste sentido, o Beta-Cariofileno (BCP) é
um fitoquimico promissor, dado que apresenta efeito anti-inflamatério e sobre a
modulagao redox.

O BCP é um sesquiterpeno biciclico de origem natural, que pode ser obtido de
plantas como a cannabis, alecrim, Iupulo, pimenta-do-reino, lavanda, canela,
gengibre, além de uma variedade de outras plantas. Diversos o6leos essenciais
apresentam concentragdes relevantes de BCP, sendo um dos responsaveis pelos
efeitos farmacoldgicos de alguns desses compostos (MACHADO et al., 2018). Os
sesquiterpenos sdo metabdlitos secundarios de plantas, altamente lipofilicos, que
atravessam facilmente membranas celulares e apresentam potenciais efeitos
biolégicos em animais. Ja foram relatados diferentes efeitos farmacoldgicos com uso
de sesquiterpenos, dentre eles modulador redox, anti-inflamatério e antitumoral,
descritos inclusive em estudos com o BCP (GERTSCH et al., 2008).

Além de ser uma molécula de baixo custo de extracdo, o uso do BCP é
aprovado por organizagdes como FDA (Food and Drug Administration) e pela EFSA
(European Food Safety Authority) para uso em cosméticos, como intensificador de
sabor e nutracéutico, dada a segurancga e baixa toxicidade (FRANCOMANO et al.,
2019). No Brasil, o BCP consta na composi¢cao de algumas plantas no Formulario de
Fitoterapicos da Farmacopeia Brasileira, assim como esta presente em O6leos
essenciais de algumas plantas, sendo esses especificados na RDC n°2 de 15 de
janeiro de 2007 (ANVISA., 2021, ANVISA., 2007).

Sobre parametros farmacocinéticos do BCP, no estudo de HE e colaboradores
(2017), apds a administragéo i.v de BCP (5, 10 e 20 mg/kg) em ratos, a concentragao
plasmatica maxima apresentou aumento dose-dependente, assim como aumentou a
area sob a curva (AUC). Apds administragédo oral de 100 mg/kg de BCP em ratos, a
concentragédo plasmatica maxima foi de 307 £ 275 ng/mL, o tempo de meia-vida de

93.0 £ 74.6 min e o clearence de 16.0 = 8.3 L/min/kg. Em caes, apds administracao
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de 20 mg/kg i.v de BCP, foi observado que a concentragao plasmatica maxima atingiu
13143 £ 2212 ng/mL e o tempo de meia-vida foi 48.3 + 17.1 min; quando administrado
por via oral, o BCP (100 mg/kg) atingiu a concentragao plasmatica maxima de 95 + 88
ng/mL e o tempo de meia-vida foi 42.0 + 21.6 min (HE et al., 2017). Ap6s uma dose
de 100 mg/kg (v.0) de BCP em humanos, a concentragao plasmatica maxima foi de
58,22 ng/ml e ndo apresentou diferenga entre homens e mulheres, assim como nao
foram reportados efeitos adversos até 24 h apos a dose de BCP (MODINGER et al.,
2022).

O metabolismo do BCP demonstrou ter importante participagcdo de enzimas
microssomais hepaticas. Foi observado que o BCP inibe competitivamente CYP1A2
em humanos e de forma ndo competitiva em ratos, ao passo que e a inibigao
CYP3A/2B foi competitiva nas duas espécies, indicando que o BCP pode produzir
interacdo medicamentosa (NGUYEN et al, 2017). No estudo de ASAKAWA e
colaboradores (1986), foram encontrados 4 metabdlitos do BCP na urina de coelhos

apos administracdo oral de 2g de BCP, todos em forma de oxidos (Fig. 2).
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Figura 2. Estrutura do BCP e metabdlitos gerados em coelhos apés administragao
oral. O BCP é um sesquiterpeno biciclico que apds administragao oral é biotransformado
inicialmente em (-) 5,6-6xido-cariofileno e na sequéncia em (-) 5,6-6xido-2-cariofileno, 12 diol
ou (-) 5,6-6xido-(10S)-(-)-14-hidroxicariofileno (Adaptado de Fidyt et al., 2016).
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Sobre parametros de toxicidade, no estudo de SCHMITT e colaboradores
(2016), a avaliagcédo subcrénica da administracdo de BCP (150, 450 e 700 mg/kg, v.0)
nao demonstrou nenhuma alteragdo na sobrevida, no peso e consumo alimentar, ou
nos parametros bioquimicos avaliados; somente alteragbes esporadicas em
plaquetas, eritrocitos e hemoglobina foram observadas. Resultados semelhantes
foram observados em ensaio de toxicidade aguda e com doses repetidas em
camundongos, onde as doses de 300 e 2000 mg/kg de BCP administradas oralmente
nao induziram nenhum efeito adverso (SILVA OLIVEIRA et al., 2018).

Dentre os mecanismos farmacodinamicos propostos para o BCP, existem
evidéncias concretas de ligacao ao receptor canabinoide tipo 2 (CB:2), no mesmo sitio
de ligacdo CP55,940 (GERTSCH et al., 2008). Os receptores CB2, sdo expressos
majoritariamente em células imunes/inflamatorias, e os niveis de expressdo do mRNA
do CB2 apresenta variagdes, onde a ordem de classificagao dos niveis de mRNA CB:
esta nessa sequéncia: células B, células NK, mondcitos/macrofagos, neutréfilos
polimorfonucleares, células T8, células T4 (GALIEGUE et al., 1995). O receptor CB:2
também foi descrito no SNC em células microgliais, vasos sanguineos e alguns
neurénios (LELEU-CHAVAIN et al., 2012).

Os receptores CB:2 sdo constituidos por sete dominios transmembranares com deter-
minagdes bioquimicas e celulares da transducgao do sinal das proteinas Gi/o (Fig. 3).
As vias de sinalizacao utilizadas pelos receptores CB2 dependem do tipo de células
onde o receptor esta localizado, da proteina G especifica envolvida e das quinases
presentes nas células (AGHAZADEH TABRIZI et al., 2016). A ativacao de CB2 diminui
a atividade da adenilato ciclase, reduzindo a producdo de AMPc e, consequente-
mente, inibindo a proteina quinase ativada por AMPc (PKA) que, dentre suas fungoes,
atua na modulacdo da resposta imunoinflamatéria. Inibe canais de potassio e a ex-
pressdo de alguns genes, além ativar a via Raf-1 para estimular a cascata MAPK,
regulando positivamente a expressao génica (KIRAN et al., 2022; DHOPESHWAR-
KAR et al., 2014). CB2 também ativa a via Akt/proteina quinase B, estimulando a so-
brevivéncia, migragédo e crescimento celular (DHOPESHWARKAR et al., 2014). CB2
estimula a sintese “de novo” de ceramida, que pode atuar na via MAPK. De fato, os
receptores CB: ja foram demonstrados upstream aos trés componentes principais das
map cinases (MAPK), a cinase regulada por sinal extracelular (ERK), a Jun N-terminal

cinase (JNK) e a p38. CB2 também promove aumento transitorio nos niveis intracelu-
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lares de calcio livre por meio de uma modulagéo da fosfolipase C (AGHAZADEH TA-
BRIZI et al., 2016). A ativacdo de CB2 também atua em canais iénicos, inibindo canais
de K* como consequéncia da inibicao da PKA, ou permitindo o efluxo de K* através

das subunidades B e Y da proteina Gi/o, mesma via que pode inibir o influxo de Ca?*

(DHOPESHWARKAR et al., 2014).

Ceramida

Expressido génica o] €

Figura 3. Vias de sinalizagdo envolvidas na ativagcao de CB>. Apss a ligagdo de um
agonista ao receptor CB, ocorre inibicdo de adenilato ciclase, e por consequéncia diminuigao
da producao de AMPc e reducdo na ativacao da proteina dependente de PKA, culminando na
inibicdo de canais de potassio tipo A e inibicdo da expressao de alguns genes. A ativagao de
Akt/proteina quinase B, estimula a sobrevivéncia celular, migragao e crescimento. A ativagao
da cascata da MAPK, favorece a sobrevivéncia celular e modulagdo da expresséo génica.
CB: inibe alguns canais de calcio, dificultando influxo de calcio na célula e o efluxo de K* via
PKA e pode, também pode aumentar o efluxo de K* através das subunidades B e Y da proteina
Gi/o . CB; estimula a sintese de novo de ceramida que atua modulando Raf-1 e por
consequéncia MEK e ERK que atuam na regulagao da expressao génica. O recrutamento de
B-arrestina para o receptor CB, ativado, induz dessensibilizagdo e/ou internalizacdo do
receptor e ativagao potencial de sinalizacao especifica de arrestina. A diminui¢cao da atividade
da PKA, aumenta Raf-1 para estimular a cascata da MAPK, regulando positivamente a
expressao de muitos genes (adaptado de DHOPESHWARKAR et al., 2014).

As consequéncias da ativacdo dos receptores CB:2 incluem acodes
imunomoduladoras, anti-inflamatdrias e antioxidantes, sem causar os efeitos
psicotropicos causados por agonistas CB1 (HASHIESH et al., 2021). Os efeitos
imunomodulatérios e anti-inflamatoérios da ativacido de receptores CB2 sdo bem

descritos na literatura. Sabe-se que a ativagao desses receptores tem um papel crucial
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na resposta inflamatdria, pois a expressdo do gene Cnr2 ocorre majoritariamente
quando as células inflamatérias estdo ativadas (LELEU-CHAVAIN et al., 2012), e
como resultado dessa ativagao observa-se redugdo na liberagdo de citocinas pro-
inflamatdrias como IL-1B, IL-8 e TNF e diminuigdo na migragao de células inflamatorias
(HASHIESHI et al.,2021; LELEU-CHAVAIN et al., 2012).

A literatura fornece evidéncias de que o BCP possui efeito anti-inflamatério em
estudos in vivo, em testes para o tratamento de diferentes patologias. Em um modelo
de isquemia-reperfusdao em camundongos, foi observado que o tratamento com BCP
diminuiu a necroptose neuronal e a inflamacéao, reduzindo os niveis de TNF e IL-1B
(YANG et al., 2017). ALY e colaboradores (2019) observaram que o BCP reduziu a
nocicepgao e os niveis de mMRNA de IL-1B, TNF e interferon-¥ em modelo de neuropatia
induzida por antirretroviral. Um dos poucos trabalhos avaliando o efeito do BCP em
modelo de NIQ, mostra que além de reduzir a nocicepg¢ao de camundongos tratados
com paclitaxel, também diminuiu o imunoconteudo de IL-18 e NF-kB (SEGAT et al.,
2017). Também € sabido que o BCP pode interagir com TLR4. TIAN e colaboradores
(2019) observaram que o tratamento com BCP em camundongos submetidos a
isquemia cerebral, reduziu a ativagao microglial e citocinas, efeito que, em parte, foi
mediado pela inibigdo de TLR4.

Em relagdo aos efeitos na modulagao redox promovidos através da ativacao de
CB2, os mecanismos ainda néo foram totalmente descritos. HAN e colaboradores
(2009) observaram que CB:2 regula negativamente a produgcdo de ERO em
macrofagos estimulados com tioglicolato. Em um modelo de nefropatia induzida por
cisplatina, o uso de um agonista CB2 reduziu os danos renais atenuando a inflamacgao
e o estresse oxidativo (MUKHOPADHYAY et al., 2010; MUKHOPADHYAY et al.,
2016). Em um modelo de obesidade em camundongos foi observado reducédo na
inflamacado do tecido adiposo com o tratamento com um agonista CB2, efeito
relacionado com a redugéo de macréfagos M1 e aumento de macréfagos M2 no tecido
adiposo, em um processo dependente da via Nrf2/HO-1, uma via reguladora do
estresse oxidativo, demonstrando também o envolvimento de CB2 na regulacéo
inflamatoéria por uma via redox (WU et al., 2020).

Existem dados demonstrando que o BCP exerce efeitos antioxidantes em
estudos in vitro e in vivo. Foi observado que o BCP, nas concentracdes de 0,5 e 1 uM,

exerce efeito citoprotetor em células de glioma C6 submetidas a excitotoxicidade por

26



glutamato, aumentando a atividade antioxidante, através da via Nrf2 dependente de
CB2 (ASSIS et al., 2014). Outro estudo in vitro em células SH-SY5Y expostas ao
MPP+, mostrou que o tratamento com BCP inibe a produgcdo de ERO, restaurando a
funcionalidade mitocondrial e os niveis do antioxidante glutationa, efeitos também
relacionados com a ativagéo de CB2 (WANG et al., 2018). Quando administrado em
ratos, o BCP reduziu a fibrose hepatica, os niveis de EROs e a lipoperoxidagédo de
hepatocitos (CALLEJA et al., 2013). Em modelo de doenga de Parkinson em ratos, o
tratamento com BCP reduziu a lipoperoxidagéo e preveniu o declinio de glutationa no
mesencéfalo (OJHA et al., 2016). Em modelo de hipercolesterolemia em ratos, foi
observado que, além da melhora dos parametros metabdlicos, o BCP também
aumentou a atividade das enzimas antioxidantes catalase e superdoxido dismutase
(HARB et al., 2018).

Alguns estudos avaliaram o efeito do tratamento com BCP em modelos de
cancer, dado que inflamagao e o balango redox sdo importantes para a biologia de
células cancerosas. Em um modelo xenografico de cancer colorretal (células HCT-
116) em camundongos nude, foi observado que o BCP foi eficaz em reduzir o tamanho
dos tumores e a angiogénese (DAHHAM et al., 2021). Em um modelo de melanoma
(B16F10) em camundongos, foi observado que o BCP reduziu significativamente o
peso dos tumores e a metastase (JUNG et al., 2015). Apesar de poucos estudos in
vivo, existem varios estudos in vitro demonstrando que o BCP apresenta atividade
anticancer em diversas linhagens de células tumorais, como de mama, cérebro,
melanoma, pulmao, leucemia, hepatico e 6sseo (BARADARAN RAHIMI et al., 2022;
FRANCOMANO et al., 2019; FIDYT el al., 2016)

Além dos efeitos via CB2, recentemente tem sido observado que o BCP também
modula receptores PPARYy (Receptor Ativado por Proliferadores de Peroxissomos tipo
gamma), entretanto o mecanismo pelo qual isso ocorre ainda nao esta bem
estabelecido, o crosstalk entre CB2 e PPARy, através da ativagao da MAPK induzida
por CB2, que promove a ativagdo de PPARy via fosforilagdo direta (SCANDIFFIO et
al., 02020; IRRERA et al., 2019). Ja foi observado que o efeito anti-inflamatério do
BCP é dependente tanto de CB2 quanto de PPARy (YOUSSEF et al., 2019; IRRERA
et al.,2019; BENTO et al., 2011).

Esse conjunto de fatores fazem do BCP uma molécula promissora para o
tratamento da NIQ, pois atua em mecanismos cruciais para o desenvolvimento da

neuropatia quimioinduzida, como a inflamagdo e o estresse oxidativo, além de
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apresentar potencial efeito antitumoral, que € um fator importante para o tratamento

de uma morbidade relacionada ao tratamento do cancer.

2. JUSTIFICATIVA

A NIOX é uma morbidade relacionada ao tratamento do cancer, por muitas
vezes negligenciada na clinica, pela dificuldade de diagnéstico e, quando
diagnosticada, pela baixa eficacia dos farmacos disponiveis. Para melhor controle dos
sintomas, diferentes mecanismos fisiopatolégicos devem ser inibidos. Nesse sentido,
€ sabido que o BCP apresenta efeito anti-inflamatério, modulador redox e potencial
agao antitumoral, sendo assim um farmaco com caracteristicas relevantes para o
tratamento da NIOX, dado que os mecanismos inflamatorios e o estresse oxidativo
sdo fundamentais para o desenvolvimento e progressao dessa neuropatia. Os efeitos
da quimioterapia classica para o cancer combinada com BCP, assim como a testagem
do potencial antitumoral do BCP em monoterapia, especialmente em modelos in vivo
em animais imunocompetentes (singénicos/nao xenograficos), sdo demandas
importantes do campo de pesquisa dos moduladores do sistema canabinoide em
cancer. Grande parte dos estudos com farmacos candidatos ao tratamento da NIQ
nao avalia o impacto dos mesmos sobre a eficacia antitumoral do quimioterapico, o
que consideramos uma importante falha na maior parte dos estudos. Sendo o cancer
a doenca primaria, o estudo dos efeitos dos farmacos candidatos sobre o
desenvolvimento tumoral é de extrema importancia para o uso clinico de um composto

candidato ao tratamento de uma morbidade relacionada ao tratamento do cancer.

3 HIPOTESE

Demonstrados os efeitos farmacoldgicos do BCP como anti-inflamatério e
modulador redox, hipotetizamos que o tratamento com BCP em modelo de neuropatia
periférica induzida por OXA ira promover efeito antinociceptivo em consequéncia da
diminuicao da neuroinflamacao e reduc¢ao de danos oxidativos em sitios nociceptivos.
Em relacdo ao desenvolvimento tumoral, € esperado que o BCP além de nao diminuir
a eficacia antitumoral da oxaliplatina, dado que nao se espera um efeito bloqueador
da platinacdo de DNA pelo BCP, possa apresentar efeito antitumoral em tratamento

monoterapico ou combinado com quimioterapico citotoxico.

4, OBJETIVOS
4.1 OBJETIVO GERAL
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Avaliar o efeito antinociceptivo do BCP em modelo animal de NIOX, os
mecanismos moleculares envolvidos, e a interacdo do BCP com a OXA sobre o

desenvolvimento de tumores.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
a) Determinar o efeito do tratamento preventivo do BCP sobre as respostas

nociceptivas mecanica e térmica ao frio e calor em animais tratados com OXA,;

b) Avaliar o efeito antinociceptivo do BCP em protocolo terapéutico em animais com
NIOX preé-estabelecida;

c) Determinar a participagao dos receptores CB2 e PPARy no efeito antinociceptivo do
BCP, utilizando antagonista de CB2 (SR144528) e PPARy (GW9662) e um agonista
sintético de CB2 (GW405833);

d) Avaliar o impacto do tratamento com BCP sobre a nocicepgéo esponténea aguda,
hiperalgesia ao frio e edema de pata induzidos por capsaicina (agonista TRPV1), AITC
(agonista TRPA1) e PGE2 (mediador inflamatdrio).

e) Analisar os niveis de marcadores inflamatorios e oxidativos nos tratamentos com
OXA e BCP.

f) Monitorar os marcadores bioquimicos de dano hepatico, renal e muscular, e
parametros hematoldgicos em animais tratados com OXA e BCP.

g) Determinar se o BCP apresenta efeito antitumoral per se, e se altera a eficacia

antitumoral da OXA in vivo.

5. MATERIAL E METODOS

5.1  ANIMAIS.

Os experimentos com animais seguiram todas as premissas éticas no uso de
animais de experimentagdo presentes nas normativas do CONCEA (Conselho
Nacional de Experimentagao Animal). Todos os procedimentos experimentais foram
avaliados e aprovados pelo Comité de Etica para Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal de Santa Catarina, sob o protocolo numero 1670201021. Foram
utilizados camundongos Swiss fémeas (90 dias pp.), obtidos do Biotério Central da
UFSC; camundongos da linhagem C67BL/6 fémeas tipo selvagem (90 dias pp.),
reproduzidos no Laboratério de Farmacologia Experimental - LAFEX, UFSC. Os

animais foram mantidos nos respectivos biotérios para cada linhagem, em gaiolas com
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cama de serragem (6-8 animais/gaiola), temperatura ambiente de 23 + 1°C, em ciclo
claro/escuro de 12/12h, com acesso livre a agua e ragcado padrao. Ao final dos
experimentos os animais foram submetidos a eutanasia por meio de anestesia com
cetamina/xilazina (90/10 mg/kg), seguida por exsanguinagao por pungao cardiaca ou
decapitacao. Os pontos de terminagdo humanizada a seguir foram seguidos ao longo
dos experimentos, sendo retirados dos experimentos 0s animais que apresentaram
um ou mais dos sinais a seguir: piloerec¢ao, presenga de hematuria ou hematoquezia,
sangramentos, cianose, apatia, incoordenagdo motora, hipolocomogédo, tremores,
presenca de dor (escala Grimace), perda de peso acentuada (220% comparado ao
peso inicial do animal no inicio do protocolo e em presenga de outros sinais de
estresse acima descritos), ulceragao no tumor, volume tumoral maior que 1.5 cm? (5-
10% do peso corporal dependendo da linhagem animal) (WHITFIELD, 2022). O
calculo do tamanho amostral para os experimentos foi realizado de acordo com
Callegari-Jacques (2004), calculada com base nos dados de média e desvio padrao
do parametro principal (Von Frey) da analise obtido de estudos prévios com 0 mesmo
modelo, segundo a formula: n1=[( SA? + SB?)/(uA -uB)?]x(t + u)? ; onde: S= desvio das
amostras; y= media das amostras; SA (desvio ratos controle); SB (desvio animais
tratados); A (media animais controle); uB (media animais tratados); a = 0,05; Poder
=1-B=09eentacof=0,1;n0=10;t=2,1; u=1,734.

5.2 FARMACOS.

Os quimioterapicos oxaliplatina (Eurofarma — Sao Paulo) e cisplatina
(Fauldcispla; Libbs Farmacéutica LTDA — Sdo Paulo) foram mantidos refrigerados a
4°C de acordo com as orientacbes do fabricante, e preparadas no dia da
administracao, sendo diluidos em agua ultrapura esterilizada para injetaveis. O BCP
(W225207; Sigma-Aldrich) foi mantido em temperatura ambiente conforme
especificacao do fabricante, e diluido em 6leo de soja no momento da administragao.
O antagonista CB2 SR144528 (SML1899; Sigma-Aldrich) e o antagonista PPARy
GW9662 (M6191- Sigma-Aldrich), foram dissolvidos em solugdo contendo 4000 pl
PBS, 500 yl DMSO e 500 pl etanol (8:1:1), aliquotados (solugdo-mae - 1 mg/ml) e
mantidos em freezer a -20°C, descongelando e diluindo a solugdo em salina no
momento da administragdo, assim como para o agonista CB2 GW405833 (G1421 —
Sigma-Aldrich). Os algégenos Capsaicina (M2028 — Sigma-Aldrich), isotiocianato de
alila (W203408 — Sigma-Aldrich), foram dissolvidos em DMSO, mantidos em freezer -
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20°C e diluidos em salina estéril (NaCl 0,9%) no momento da administracdo. Para
PGE2 (14010, Cayman Chemical), uma solu¢do mée de 5 mg/mL em DMSO foi
utilizada para diluicdo em salina estéril no momento da administracao.

5.3 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS.

5.3.1 Implantes tumorais

5.3.1.1  Modelo de adenocarcinoma de Ehrlich em camundongos Swiss.

Para indugdo do adenocarcinoma de Ehrlich, uma aliquota de células foi
descongelada, a viabilidade celular verificada com Azul de Tripan, e 3x10° células
viaveis foram inoculadas por via i.p em um camundongo Swiss fémea para expansao
das células (AGNES et al., 2021). Cerca de 7 dias ap6s o implante i.p das células, o
animal foi submetido a eutanasia e o tumor ascitico foi coletado para fazer uma nova
passagem i.p. Ao final da terceira passagem ascitica (7 dias pos inoculagéo), o tumor
ascitico foi coletado, as células contadas, e 3x10° células foram implantadas na quarta
glandula mamaria da cadeia mamaria esquerda de fémeas Swiss (90 dias pp.) com
seringa de insulina (1 mL) e agulha de 22G. Os animais foram anestesiados com
isoflurano/oxigénio para realizagado do implante. Imediatamente apdés a finalizagdo dos
implantes todos os animais foram reunidos em uma caixa e entdo randomizados em
novas caixas (6 animais/caixa). Apos 7 dias do implante os tumores solidos estavam
visiveis e palpaveis, sendo possivel o inicio dos tratamentos e mensuragao do volume
tumoral. A mensuragdo do volume tumoral foi realizada com paquimetro digital,
medindo o didmetro vertical e horizontal dos tumores. Para calcular o volume tumoral,
foi utilizada a formula: volume (mm3) =0,52 x a? x b, onde ‘a’ representa o menor
diametro tumoral e ‘b’ o maior didmetro em milimetros. Os pontos de terminacao

humanizada dos experimentos foram os mesmos descritos acima (item 5.1).

5.3.1.2 Modelo de Melanoma (B16F10) em camundongos C57BL/6.

Para o modelo de melanoma murino, inicialmente uma aliquota de células da
linhagem B16F10 foi descongelada e cultivada em meio DMEM (Sigma-Aldrich,
cat#D5796) suplementado com 10% de soro fetal bovino (Cripion, Brasil) e solugéao
1X de antibidtico:antimicoético (Sigma-Aldrich; cat#A5955) para expanséo das células
(3 passagens). Apds tricotomia e antissepsia da regido do implante, 5 x 108 células
(GIRARDI et al., 2012) foram implantadas no flanco de camundongos C57BL/6

fémeas (90 dias pp.), com auxilio de seringa de 1 mL e agulha de 22G. Logo apés o
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implante das células, todos os animais foram reunidos em uma caixa para realocagao
de forma randomizada em grupos de 6 animais. A partir do momento em que os
tumores B16F10 foram palpaveis e passiveis de mensuragdo com paquimetro, os
tratamentos foram iniciados. A mensuracdo do volume tumoral foi realizada com
paquimetro digital, medindo o didmetro vertical e horizontal dos tumores. Para calcular
o volume tumoral, foi utilizada a formula: volume (mm3) =0,52 x a2 x b, onde ‘@’
representa o menor diametro tumoral e ‘b’ o maior didmetro em milimetros. Os pontos
de terminagdo humanizada dos experimentos foram os mesmos descritos acima (item
5.1).

5.3.2 Inducao da NIOX e protocolos de tratamento com BCP.

Para indugdo da neuropatia por OXA foram utilizados camundongos Swiss
fémea, ambientadas por duas semanas no biotério de alocagdo, € na sala de
experimentagao durante 3 dias por 3 h/dia. Dois dias antes da realizagao dos testes
basais de nocicepg¢édo, os animais foram ambientados na plataforma de von Frey e na
placa fria. Um dia antes do inicio do tratamento com OXA, foram coletados o perfil
basal dos testes nociceptivos, para monitoramento de eventual variabilidade basal
entre os grupos. A OXA foi administrada na dose de 5 mg/kg (AGNES et al., 2021)
por via intraperitoneal (i.p), com seringa e agulha de insulina (26G), a cada 48 h (7
doses: dias 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12 e 14), e os animais foram eutanasiados no dia 15 do
protocolo. Exceto para os experimentos de nocicepg¢ao aguda, os testes nociceptivos
foram sempre conduzidos antes da administracdo de uma nova dose de OXA, BCP

ou dos agonistas/antagonistas de CB2 e PPARy utilizados.

Utilizamos dois protocolos de tratamento com BCP: |) preventivo (desenho
experimental 1): iniciando a administracdo do BCP concomitante a administracao da
OXA, do dia 0 ao 14); Il) terapéutico (desenho experimental 2): iniciando o tratamento
com BCP no dia 6 do protocolo, ou seja, apds a indugao objetiva da neuropatia por
OXA (tipicamente apds 3 doses de OXA). Nesse modelo também foi realizada a
avaliagao aguda da nocicepgao mecanica, durante 24 h apds a primeira administragao
do BCP. Esta abordagem foi escolhida para reduzir o uso de animais adicionais em
um experimento independente (principio dos 3R). No protocolo terapéutico, a
confirmagédo da indugdo da neuropatia foi determinada através da observagao da
alteragao do limiar nociceptivo mecéanico em teste de von Frey. O BCP foi administrado
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diariamente em ambos os protocolos de administragao, por via oral (v.0). Quando o
protocolo de NIOX foi realizado em animais com implante tumoral, o tratamento com
OXA foi iniciado ap0s ser possivel palpar os tumores, cerca de 7 dias apés o implante,

os limiares basais foram obtidos um dia antes do inicio do tratamento com OXA.

Protocolo preventivo/concomitante

Mensuragao do volume dos tumores
*+ Mensuragéo do peso corporal

Implante adenocarinoma + Teste da placa fria Finalizagao
de Ehrlich A 4
2 2 6 8 10 12 14
0 1 3 5 7 9 11 13
OXA 5mglkg, i.p, 48/48h
BCP 50 e 100 mg/kg v.o, 1x/dia Teste de von Frey 1670201021 (CEUA-UFSC)

Desenho experimental 1. No dia -7 foi realizado o implante do adenocarcinoma de
Ehrlich, que apoés 7 dias (dia 0) é palpavel e mensuravel. No dia 0 os tratamentos com OXA
(5 mg/kg, i.p, 48/48h) e BCP (v.o, 1x/dia) foram iniciados. Nos dias impares foi realizado o
teste de nocicepcado mecéanica (von Frey) e nos dias pares o volume dos tumores e 0 peso
corporal foram mensurados e o teste da placa fria foi realizado. Os tratamentos e avaliagdes
foram realizados até o 14° dia, seguindo para a eutanasia dos animais e coleta de tecidos.

Protocolo terapéutico

+ Mensuragao do volume dos tumores
* Mensuragao do peso corporal

Implante adenocarinoma - Teste da placa fria
de Ehrlich i Finalizagao
! ( \
-1 2 4 ®) 8 10 12 14
0 1 3 5 ¥ 7 9 11 13
l | BCP 50 e 100 mg/kg v.o, 1x/dia | |
OXA 5mglkg, i.p, 48/48h Teste de von Frey

Desenho experimental 2. No dia -7 foi realizado o implante do adenocarcinoma de
Ehrlich, que apés 7 dias (dia 0) é palpavel e mensuravel. No dia 0 o tratamento com OXA (5
mg/kg, i.p, 48/48h) foi iniciado. Nos dias impares foi realizado o teste de nocicepgédo mecanica
(von Frey) e nos dias pares o volume dos tumores e o peso corporal foram mensurados e o
teste da placa fria foi conduzido. O tratamento com o BCP (v.o, 1x/dia) foi iniciado no dia 6,
quando a hiperalgesia por OXA ja estava evidente na avaliagéo de von Frey. Os tratamentos
e avaliacGes foram realizados até o 14° dia, seguindo para a eutanasia dos animais e coleta
de tecidos.

5.3.3 Ensaio de viabilidade celular (MTT).
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A viabilidade celular da linhagem B16F10 foi avaliada pelo ensaio de MTT (3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio), que mede a redugcédo do MTT a formazan,
pela atividade das desidrogenases mitocondriais em células viaveis. As células foram
plaqueadas e, apds 24 h, foram submetidas ao tratamento com cisplatina (1, 5 e 10
puM), BCP (1, 25 e 50 yM), ou a combinagédo de ambos. Apds o tempo de tratamento
(72 h), o meio de cultura foi retirado, os pogos foram lavados 2x com PBS, e foi
adicionado 100 pyL de MTT (0,5 mg/mL). Apds incubagao em estufa de cultivo por 1 h,
a solucdo de MTT foi descartada e 200 yL de DMSO foi adicionado. A placa foi agitada
e a leitura realizada em 560-630 nm (A560-A630) (Multileitora Infinite M200 TECAN).
Os dados de viabilidade foram expressos em percentual comparado as células nao
tratadas (Viabilidade média= 100%).

5.4 ANALISES COMPORTAMENTAIS
5.4.1 Avaliagao da nocicepgao mecanica (von Frey).

A avaliagao da nocicepcado mecanica foi realizada através do teste de aplicagao
de filamentos de von Frey, pelo método “up and down” (CHAPLAN et al., 1994).
Inicialmente, os animais foram dispostos em camaras de acrilico, o assoalho da
plataforma é gradeado dando acesso a superficie plantar dos animais. O teste
consiste na aplicagdo de filamentos na regido intraplantar do pé direito, sendo
considerada uma resposta positiva a retirada, chacoalhar ou lamber a pata
estimulada. Em camundongos, iniciamos o teste com o filamento de for¢ca de 0,16 g
e, em caso de resposta positiva um filamento com forga menor (0,07 g) € aplicado e,
em caso de resposta negativa, um filamento de forga maior é utilizado (0,4 g). Foram
realizadas 6 aplicag¢des, utilizando filamentos de 0,02 a 4,0 g de forga. Os resultados
foram expressos em limiar de respostas positivas de 50%, e calculadas de acordo
com a férmula apresentada por Dixon (1980): limiar 50% (g)= 10(Xf+kd), onde Xf
representa o valor do ultimo filamento de von Frey do teste; k representa um valor
previamente tabelado (DIXON, 1980) como um padrdao de respostas
positivas/negativas; e & representa a diferenga média entre os estimulos (0,4498).
Para analise estatistica os dados foram normalizados por transformagao logaritmica
(log10).

5.4.2 Avaliagao da nocicepgao térmica ao frio (placa fria).
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A avaliagao da nocicepcao térmica ao frio foi baseada e adaptada do protocolo
de JASMIN e colaboradores (1998) e MANELLI e colaboradores (2012). O teste
consiste em expor individualmente os animais durante 1 min em uma placa de gelo
revestida por uma superficie plastica, medindo 22 x 12 cm de superficie e 3 cm de
altura, com temperatura de superficie de 4 +/- 1 °C. Foi registrado o numero de
reflexos de retirada, lambida ou chacoalhar das patas dianteiras e traseiras ao longo

de 1 min. Os resultados estao expressos em numero de respostas por minuto.

5.4.3 Avaliagao da nocicepcao térmica ao calor (Hargreaves).

Para avaliar a nocicepgao térmica ao calor, foi utilizada o teste criado por
Hargreaves e colaboradores (1988), onde os animais foram contidos na fonte radiante
de luz infravermelha, e a superficie plantar do pé direito foi posicionada sobre o ponto
de emissao do feixe de luz de calor infravermelho. O tempo de permanéncia da
superficie plantar no ponto de emissédo de calor até a retirada foi automaticamente
gerado pelo aparato de Hargreaves. Para tanto, foi utilizada a Intensidade de Luz
Infravermelho de 35 (IR:35).

5.4.4 Rotarod.

Alteracbes na coordenacdo e funcdo locomotora dos animais durante os
tratamentos foram avaliadas no dispositivo de aceleracao rotarod (EFF 412 Rota Rod;
Insight Scientific Equipments, Brasil), que consiste em um cilindro giratério (haste) de
6 cm de didametro, com compartimentos separados de 9 cm de largura e elevados em
16 cm de altura. A velocidade do fuso foi aumentada gradativamente de 6 para 20 rpm
durante um periodo maximo de 300 segundos, e o tempo que o animal se manteve
na haste giratoria foi considerado como “laténcia para queda” da plataforma. A sessao
de treinamento foi realizada 1 dia antes de fazer a avaliacdo basal e iniciar os

tratamentos. Os testes foram realizados nos dias 1, 7 e 14 do protocolo.

5.4.5 Avaliagdo do comportamento de construgao de ninho (nest building).

O teste comportamental de construgédo de ninho (“nest building”) é utilizado
como uma avaliagao comportamental de bem-estar animal, € um comportamento inato
de camundongos, que pode se encontrar alterado na ocorréncia de estados de dor
(JIRKOF, 2014). Os animais foram alocados em caixas individuais com cama de
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serragem e 3 g de algodao em rolo compactado para ser utilizado como material para
construcédo do ninho. O experimento foi iniciado no inicio do horario do ciclo escuro.
Apds 12 h, no inicio do ciclo claro, os animais foram alocados nas caixas de seus
respectivos grupos. O teste foi avaliado através de escalas; 1 - mais de 90 % do
algodéo intacto; 2 - entre 50-90 % do algodao intacto; 3 - 50-90 % do ninho foi alterado,
com varios pedacos de algodao pela caixa; 4 - 90% do algodao alterado, porém ha o
formato de ninho mais definido; 5 - constru¢cao de ninho quase perfeito, com laterais e
cobertura do ninho estruturados (DEACON, 2006).

5.4.6 Teste de nocicepgdo aguda e edema de pata induzidos por algégenos.

Para avaliar o efeito do BCP sobre a nocicepcédo e edema de pata induzidos
por algdgenos, os animais foram pré-tratados com BCP (100 mg/kg v.0) durante cinco
dias, sendo que no quinto dia o BCP foi administrado uma hora antes dos algdégenos.
Os animais foram submetidos a injecdo intraplantar do agonista TRPA1, AITC (10
nmol/sitio); do agonista TRPV1, capsaicina (20 nmol/sitio); ou o mediador inflamatorio,
prostaglandina E2 (30 nmol/sitio), de acordo com nossos estudos prévios (AGNES et
al., 2021),0s algégenos foram dissolvidos em salina, como controle foi utilizada a
inje¢ao do veiculo (0,03% DMSO/NaCl 0,9%). O volume da administragao intraplantar
foi de 20 uL/sitio. Imediatamente apds a administragéo intraplantar do algégeno ou
veiculo, o animal foi colocado em uma cédmara de vidro e os reflexos de
lamber/chacoalhar e elevar das patas, foram registrados durante 15 min (estratificados
a cada 5 min), e subsequentemente avaliados no teste da placa fria. Antes da
administracao dos algégenos o volume da pata foi mensurado e 30 min, 1 h e 3 h apos
a administragdo dos algdégenos, o edema de pata foi mensurado com paquimetro

digital posicionado verticalmente na pata do animal.

5.5 ANALISES DE MARCADORES DE ERO E DANOS OXIDATIVOS

5.5.1 Processamento dos tecidos.

Os tecidos foram homogeneizados no aparato Turrax X-1020, utilizando 1mL
PBS 10mM + 10uL PMSF 0.1 M (inibidor de proteases) e 100 a 300 mg de tecido
conforme o rendimento do 6rgao (figado, rim, bago, cérebro e medula espinhal). As
amostras foram entado centrifugadas a 3.000 rpm, por 10 min a 4 °C e o sobrenadante

foi armazenado em aliquotas em freezer -80 °C.

5.5.2 Dosagem de proteina.
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O método padronizado por Lowry e colaboradores (1951) foi utilizado para a
dosagem de proteinas dos tecidos. Em placas de 96 pogos foram pipetados 10 ul de
amostra e a curva em 6 pontos utilizando solugédo padrdo de BSA (0 a 40 ug). Na
sequéncia, foi adicionado em cada pogo 235 pl do reativo C (tartarato duplo de Na e
K*, sulfato de cobre, solugdo de hidroxido de sdédio com carbonato de sdédio),
homogeneizado em agitador de placas durante 15 min, e entdo adicionado 15 ul de
Folin 2N, e incubado sob agitagdo durante 30 min. A leitura foi realizada a 700 nm em
leitora de microplacas (Multileitora Infinite M200 TECAN). Os resultados foram

expressos em ug de proteina/pl de amostra.

5.5.3 Analise de produtos de lipoperoxidagao (TBARS).

A lipoperoxidagao tecidual foi avaliada pela determinacdo das substancias
reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS), de acordo com o método descrito por Draper
e Hadley (1990). As amostras foram incubadas na presenca de acido tricloroacético
10% (TCA) para precipitagdo das proteinas e na sequéncia foram centrifugadas a
10.000 rpm durante 15 min. 250 ul do sobrenadante foi coletado e adicionado 200 pl
de acido tiobarbiturico (TBA) 0,67% em cada amostra e na curva (MDA). Estas foram
entado incubadas a 80°C durante 40 min, produzindo, assim, uma Base de Schiff de
coloragdo rosa, a qual foi medida a 532 nm em espectrofotdbmetro. Os niveis de

TBARS foram expressos como nmol/mg de proteina
5.5.4 Analise ex vivo da produgao de ERO por ensaio de DCF

A analise ex-vivo da producao de ERO em fragmentos de medula espinhal foi
adaptada de Garré e colaboradores (2017). Ao final dos experimentos, a medula
espinhal dos animais foi dissecada, e aproximadamente 50 mg de medula da regiao
téraco-lombar foi imediatamente fatiada em cortes transversais de 500 ym com auxilio
de um fatiador de tecidos (Tissue Chopper, Campden Instruments LTD). As secgdes
foram incubadas em placas de cultivo de 24-pogos (Kasvi) contendo 500 ul de meio
DMEM de alta glicose suplementado com antimicrobianos (Antibiotic: antimycotic
solution, Sigma-Aldrich) durante 30 min para estabilizacdo e lavagem dos restos
celulares presentes nos tecidos, o meio foi descartado e substituido por meio fresco
contendo 10 yM de DCFH-DA (diclorofluoresceina diacetato) para a detecgédo de ERO
totais, especialmente perdxido de hidrogénio. Os tecidos foram incubados por 30 min

em incubadora de CO2 umidificada a 37 °C e, ao final, coletadas, lavadas em PBS 10
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mM pH = 7, homogeneizadas em potter, e a fluorescéncia lida em Excitagdo/Emissao
485/532 nm. Os dados de fluorescéncia foram ponderados por mg de tecido no

respectivo poco.

5.6  ANALISE DE CITOCINAS E 4-HIDROXINONENAL MEDULA ESPINHAL.

As quantificagdes de interleucina 1beta (IL-1B) e TNF-a foram realizadas com
os kits mouse IL-1beta/IL-1F2 Quantikine ELISA kit (MLBOOC, R&D systems, Inc
Minneapolis, EUA) e Tumor Necrosis Factor-a ELISA Kit (RAB0477, Sigma-Aldrich),
respectivamente, os quais utilizam a metodologia de ELISA sanduiche. Um dia antes
do ELISA, as amostras de medula espinhal foram homogeneizadas em tampé&o RIPA
(Radioimmunoprecipitation assay) com adicdo de PMSF (1 mM) e coquetel inibidor de
proteases (Sigma-Aldrich), centrifugadas (10.000 g/10 min a 4 °C) para remogao do
debri tecidual, e as proteinas foram quantificadas pelo método de Lowry. Inicialmente,
realizou-se a incubagao de 50 pl de diluente e 50 pl de padrdes ou amostras (200 ug
de proteina/reacao) por 2 h em temperatura ambiente, em um agitador de microplaca.
Apos lavagem da placa (3x), 100 yL de anticorpo anti-TNF ou anti-IL-1B foram
adicionados aos po¢gos, € incubados por mais 2 h. Apés nova lavagem (3x), 100 pL da
solugdo de substrato foi adicionada aos pogos e incubada por 10 min, seguido da
adicdo de 100 ul da solugdo de parada. A intensidade da cor €& proporcional a
quantidade de citocina ligada, e a leitura é feita usando um leitor de microplacas
(TECAN) a 450 nm corrigido em 540 nm (A4sonm — Assonm). Os resultados foram
calculados usando a curva padrao, normalizados pela quantidade de proteina

presente nas amostras e expressos em pg de citocina/mg de proteina.

Para deteccao de adutos de 4-hidroxinonenal (4-HNE) com proteinas, utilizou-
se metodologia de ELISA indireto, como previamente descrito (GASPAROTTO et al.,
2017). Inicialmente, 100 uL de amostra (400 ug de proteina/pogo) foram incubadas
em placas de ELISA de alta ligagédo (Greiner Bio-One 96-well High Binding Standard
ELISA Microplates) e, ap6s, lavadas 3x com tampao de lavagem (RABWASH4,
Sigma-Aldrich). Subsequentemente, 200 pL de anticorpo primario anti-4-HNE
(Ab46545, AbCam; 1:1000) foi incubado por 2 h em temperatura ambiente, seguido
de 3 lavagens e anticorpo secundario anti-lgG acoplado conjugado com peroxidase
HRP (1:2000) por 1 h em temperatura ambiente. As placas foram lavadas 3 vezes, e
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incubadas com 100 uL do substrato TMB (RABTMB3, Sigma-Aldrich), por 10 min a
temperatura ambiente, e paradas com 100 yL de HCI 2N. Os resultados foram
expressos como densidade Optica (OD) a 450 nm descontado da absorgdo no
comprimento de onda referéncia (540 nm) e do “branco” experimental (OD450-
540nm).

5.7 HEMATOLOGIA E MARCADORES DE DANO HEPATICO, RENAL E
MUSCULAR.

Amostras de sangue foram coletadas para realizagdo das analises
hematolégicas e avaliagdo de marcadores de dano hepatico, renal e muscular. O
sangue foi coletado por pungéo cardiaca, e armazenado em tubos para obtengao de
soro, ou em tubos contendo 70 pl de EDTA 0,1 M (pH 8,0) para obtengao de plasma.
Parte do sangue foi separado para enviar ao laboratério Citovet (Florianépolis/SC)
para realizagdo do hemograma e parte foi centrifugada a 3.000 g/15min e o plasma
ou soro coletado para realizacdo de analises de metabolismo hepatico (alanina
aminotransferase - ALT e Fosfatase Alcalina - FAL), renal (creatinina) e de dano
muscular (Creatina Quinase — CK. As analises foram realizadas com kits comerciais
Liquiform (Labtest Diagnéstica, Brasil).

O principio da anélise de ALT consiste na transferéncia do grupo amina da
alanina para o cetoglutarato, formando glutamato e piruvato, que é reduzido a lactato
pela lactato desidrogenase e a coenzima NADH oxidada a NAD+, que € monitorada
fotometricamente em comprimento de onda 340 nm. Os resultados foram
apresentados como atividade da ALT (U/L).

A atividade da fosfatase alcalina (FAL) foi realizada com o kit Fosfatase Alcalina
Liquiform (Labtest Diagndstica — Brasil). A FAL do soro em pH alcalino faz a hidrélise
do p-nitrofenilfosfato gerando p-nitrofenol e fosfato inorgénico, dessa forma a
absorbancia (405 nm) encontrada para o p-nitrofenol é proporcional a atividade da
FAL. Os resultados foram expressos como atividade da FAL (U/L).

Para determinacao da creatinina em plasma, foi utilizado o kit Creatinina K
(Labtest Diagndstica, Brasil), que segue o principio de que a creatinina reage com o
picrato alcalino formando um complexo avermelhado. A absorbancia foi monitorada
em comprimento de onda de 510 nm em 30 e 90 segundos. Os resultados foram

calculados de acordo com o fabricante e apresentados em mg/dL.
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A atividade da creatina cinase (CK) foi avaliada com o kit CK-NAC Liquiform
(Labtest Diagnostica, Brasil). A CK atua na catalise e desfosforilagdo da creatina
fosfato, produzindo ATP que reage com a glicose na presenca da hexoquinase
formando glicose-6-fosfato, que é oxidada pela G-6-PDH em 6-fosfogluconato e reduz
NADP e NADPH. A velocidade no aumento da absorbancia em 340 nm é proporcional
a atividade da CK. Os resultados foram expressos como atividade da CK (U/L).

5.8 ANALISES ESTATISTICAS

Para comparar varios grupos em um mesmo tempo foi utilizado o teste ANOVA
de 1 via, seguido do teste post hoc de Bonferroni. Diferencgas entre trés ou mais grupos
em duas condigdes diferentes (ex: tempo e doses) foram analisadas por ANOVA de
duas vias seguida de teste post hoc de Bonferroni. Os dados foram expressos como
a meédia + desvio padrdao da média. Foi considerado um nivel de significancia de
p<0.05. Analises estatisticas e graficos foram obtidos utilizando o software Prisma
GraphPad®.

6 RESULTADOS

6.1 O TRATAMENTO COM BCP PREVINE O SURGIMENTO DA HIPERALGESIA
MECANICA E TERMICA AO FRIO INDUZIDAS POR OXA.

O modelo de NIOX ja foi caracterizado pelo nosso grupo utilizando a dose de 5
mg/kg de OXA por via i.p a cada 48 h (AGNES et al. 2021). Inicialmente realizamos o
protocolo de tratamento concomitante (preventivo) de BCP com a OXA em
camundongos Swiss fémea; no dia -7 foi realizada a coleta dos dados basais dos
testes nociceptivos e realizado o implante do adenocarcinoma de Ehrlich, apds 7 dias
do implante os tumores estavam palpaveis, possibilitando a mensuragao do volume
tumoral e inicio dos tratamentos (dia 0) com OXA e BCP, inicialmente testado nas
doses de 50 e 100 mg/kg administradas por via oral (v.0) uma vez ao dia. No dia
seguinte a cada administracao da OXA, antes de uma nova dose do BCP, foi realizado
o teste de von Frey; o teste da placa fria foi realizado nos dias 6, 10 e 14 e o teste de
Hargreaves realizado no ultimo dia do protocolo experimental (14° dia). O tratamento
com BCP nas doses de 50 e 100 mg/kg inibiu o surgimento da hiperalgesia mecanica
(Fig. 4A) e térmica ao frio (Fig. 4B). Nao observamos diferenga na avaliacdo da
hiperalgesia ao calor (Fig. 4C).
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Figura 4. Avalicao nociceptiva do efeito do tratamento concomitante de OXA com BCP
administrado (protocolo preventivo). Camundongos Swiss fémea com implante do
adenocarcinoma de Ehrlich foram tratados a partir do dia 0 com OXA (5 mg/kg, i.p, 48/48h) e
BCP (50 e 100 mg/kg, v.o, 1x/dia) durante 14 dias, o grupo controle (com tumor) recebeu
veiculo. A avaliacédo da hiperalgesia mecanica foi realizada através do teste de von Frey (A)
no dia subsequente a uma nova dose de OXA. A hiperalgesia ao frio (B) foi realizada nos dias
6, 10 e 14; e a avaliagao da hiperalgesia ao calor (C) medida realizada no dia 14 do protocolo
experimental. Valores representados como média + desvio padrdo. # indica diferenca
estatistica quando comparados ao grupo controle; * indica diferenga do grupo OXA (ANOVA
de 2 vias, post hoc de Bonferroni; p<0,05; n=8/grupo).

6.2 O TRATAMENTO COM BCP REVERTE A HIPERALGESIA MECANICA E
TERMICA AO FRIO INDUZIDA POR OXA.

No modelo terapéutico (pés-NIOX estabelecida), o protocolo iniciou no dia -7
com a coleta dos dados basais dos testes nociceptivos e o implante do
adenocarcinoma de Ehrlich, 7 dias apds o implante os tumores estavam palpaveis,
possibilitando a mensuracéo do volume tumoral e inicio do tratamento com OXA. Apds
3 doses de OXA (dias 0, 2 e 4), os limiares nociceptivos mecanico e térmico ao frio

estavam alterados, avaliados no teste de von Frey no dia 5 (Fig. 5B). Assim, no dia 6
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iniciamos o tratamento com BCP (100 mg/kg, VO, 1x/dia), e o tratamento com OXA
seguiu sua posologia normal (5 mg/kg, IP, 48/48h). Observamos reducdo da
hiperalgesia mecénica e térmica ao frio no grupo que recebeu BCP, desde os
primeiros dias avaliados (dias 7 e 8); efeito que se manteve até o fim do protocolo
experimental (Fig. 5A e 5B). Importante notar que os grupos “controle sem tumor” e
“controle com tumor implantado”, ndo apresentaram perfis diferentes entre si nos
testes nociceptivos, indicando que o tipo/tamanho tumoral implantado ndo altera

paréametros de resposta nociceptiva (Fig. 5 A-B).

Em um segundo momento, avaliamos o efeito agudo de uma dose de 100
mg/kg (v.0) de BCP no grupo de animais tratados previamente com OXA no
experimento anterior (5 mg/kg, i.p, 48/48h). Apos realizar a avaliagéo basal no teste
de von Frey (12° dia), a dose de BCP foi administrada e a nocicepgdo mecanica foi
avaliada 30 min, 1h, 3h, 6h, 9h, 12h e 24h apd6s a administracdo de 100 mg/kg de
BCP. Observamos que o BCP reduz a hiperalgesia mecanica a partir da 32 hora apés

administracao (Fig 5A).
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Figura 5. Avaliagdao nociceptiva do efeito do tratamento com BCP apés a indugdo da
neuropatia por OXA. Camundongos Swiss fémea com implante do adenocarcinoma de
Ehrlich foram tratados a partir do dia 0 com OXA (5 mg/kg, i.p, 48/48h), até o surgimento da
hiperalgesia mecénica. A avaliagdo da nocicepg¢do mecanica foi realizada através do teste de
von Frey (A) no dia subsequente a uma nova dose de OXA; e a nocicepgao ao frio no teste
da placa fria, nos dias 6, 10, 12 e 14 (B). Apds a observagdo da alteragdo dos limiares
nociceptivos (dia 5), foi iniciado o tratamento com o BCP (100 mg, v.o, 1x/dia) até o fim do
protocolo experimental. (C) Avaliacdo aguda do efeito antinociceptivo mecanico do BCP em
um grupo de animais tratados com OXA (5 mg/kg, i.p/ 48/48h) durante 12 dias; apds a
administracdo de uma dose unica de BCP (100 mg/kg, v.0) os animais foram avaliados no
teste de von frey nos tempos de: 30min, 1h,3h, 6h, 9h, 12h e 24h. Valores representados
como média * desvio padrdo. # indica diferenga estatistica (p < 0,05) quando comparados ao
grupo controle; * indica diferenga do grupo OXA. (em (A) e (B) ANOVA de 2 vias, post hoc de
Bonferroni; p<0,05; em (C) ANOVA de 1 via, post hoc de Bonferroni; n=10).

6.3 O TRATAMENTO COM ANTAGONISTA CB2 (SR144528) INIBE O EFEITO
ANTINOCICEPTIVO MECANICO DO BCP EM ANIMAIS COM NIOX.

Realizamos uma abordagem farmacodindmica para avaliar a participagao de
receptores CB2 no efeito antinociceptivo observado no tratamento com o BCP,
utilizando o farmaco SR144528 (RINALDI-CARMONA et al., 1998). O SR144528 foi
descrito como antagonista CB2, com seletividade 700 vezes maior para CB:2 versus
CB41, inibindo/revertendo os efeitos do agonista canabinoide CP55,940 na ativagao da
adenilato ciclase por forskolina em linhagem celular CHO superexpressando CB:2
humano (IC50 = 10 nM) ou CB+1 humano (IC50>10 uyM) (RINALDI-CARMONA et al.,
1998).

Nesse protocolo experimental avaliamos o efeito do SR114528 apds a indugao
da neuropatia. No dia 0, apds a coleta dos dados nociceptivos basais, foi iniciado o
tratamento com OXA (5 mg/kg, i.p, 48/48h) e, apos 3 doses (von Frey do dia 5; Fig 6
A) o limiar nociceptivo mecéanico ja estava alterado nos grupos que receberam OXA.
Iniciamos entédo o tratamento com o BCP (100 mg/kg, VO, 1x/dia) e BCP+SR144528
(1 mg/kg, i.p, 1x/dia, 30 min antes da administracdo do BCP). A dose de SR144528
foi baseada nos estudos anteriores de BELTRAMO e colaboradores (2006), em
modelo de neuropatia por ligadura de nervo espinhal. Os resultados demonstram que
o BCP reverte a hiperalgesia mecanica induzida por OXA e que o tratamento com o
agonista inverso de CB: inibe a atividade antinociceptiva do BCP (Fig 6A). No teste
da placa fria também observamos atividade antinociceptiva do BCP, porém, o

antagonista CB2 n&o inibiu o efeito do BCP sobre a hiperalgesia ao frio (Fig 6B).
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Para avaliar os efeitos da OXA e do BCP sobre a higidez fisica dos animais, foi
realizado o teste de Rotarod, que avalia equilibrio e deambulagdo. Além disso,
realizamos o teste de construgéo de ninho, que é uma avaliagao que indica bem-estar
dos animais; em estados de dor e doenca, o comportamento de construgcdo de ninho
€ reduzido. Na noite do dia -1 para o dia 0 foi realizada a avaliagdo basal do teste de
construcado de ninho, e reavaliado nos dias 7 e 14. O teste rotarod foi conduzido no
ultimo da do protocolo experimental (14° dia). Observamos que n&o houve diferenga
entre os grupos no teste rotarod (Fig. 6D) e de construcdo de ninho (Fig. 6C),
indicando que, mesmo em tratamento quimioterapico, que geralmente induz impactos
sistémicos, os animais apresentam o comportamento de construgdo de ninho que é
inato da espécie, indicando bem-estar dos animais.
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Figura 6. Avaliagao do efeito do tratamento com o antagonista CB2 SR144528 sobre os
efeitos antinociceptivos do BCP no modelo de NIOX. Camundongos Swiss fémea foram
tratados com OXA (5 mg/kg, i.p, 48/48h) a partir do dia O e as intervengdes com BCP (100
mg/kg, v.o, 1x/dia) e/ou SR144528 (1 mg/kg, i.p, 1x/dia) foram iniciadas no dia 6, apds a
inducdo da neuropatia, definida pela alteracdo dos limiares nociceptivos. Ao longo do
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protocolo experimental, 6 animais de cada grupo experimental foram utilizados para a
avaliagdo do comportamento de constru¢ao de ninho (C) e no ultimo dia do experimento foi
realizada a avaliagdo do equilibrio e resisténcia fisica na plataforma rotarod (D). # indica
diferenga estatistica (p < 0,05) quando comparados ao grupo controle; * indica diferenga do
grupo OXA; Valores representados como média + desvio padrao. & indica diferenga do grupo
BCP. Em (A), (B) e (C) foi aplicada ANOVA de 2 vias, post hoc de Bonferroni, com n=8 em
(A) e (B) e n=6 em (C). Em (D) foi aplicada ANOVA de 1 via, post hoc de Bonferroni; p<0,05;
n==8).

6.4 O TRATAMENTO COM O AGONISTA CB2 GW-405833 REVERTE A
HIPERALGESIA MECANICA E TERMICA AO FRIO INDUZIDA POR OXA.

Apods observar que um antagonista CB2 inibe o efeito antinociceptivo do BCP,
avaliamos o efeito de um agonista de CB2 (GW405833) no modelo de NIOX. Nesse
experimento no dia -1 foram coletados os dados basais do teste de von Frey e da
placa fria, e no dia 0 foi iniciado o tratamento com OXA. No quinto dia do protocolo,
foi observada hiperalgesia mecéanica e térmica ao frio (Fig. 7 A e B) e entao foi iniciado
o tratamento com o GW405833 (1 mg/kg, i.p, 1x/dia). O GW405833 tem caracteristica
de agonista parcial de CB2, e sua dose foi baseada nos estudos anteriores em
modelos de dor neuropatica e inflamatoria (VALENZANO et al., 2005). Os resultados
demonstram que o agonista sintético de CB2 foi capaz de reverter a hiperalgesia
mecanica (Fig. 7A) e ao frio (Fig. 7B) em comparag¢ao ao grupo OXA, reforgando a

participagdo de CB2 na modulagéo antinociceptiva no modelo de NIOX.
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Figura 7. Avaliagdao nociceptiva do efeito do agonista CB. GW405833 em modelo de
NIOX. Os animais foram tratados com OXA (5 mg/kg, i.p, 48/48h) até a indug&o da neuropatia,
sendo entdo iniciado o tratamento com GW405833 (1 mg/kg, i.p, 1x/dia) avaliando a
nocicepgdo mecanica (A) e térmica ao frio (B). # indica diferenga estatistica quando
comparados ao grupo controle; Valores representados como meédia + desvio padrdo. * indica
diferenga do grupo OXA (ANOVA de 2 vias, post hoc de Bonferroni; p<0,05; n= 8/grupo).

6.5 O TRATAMENTO COM ANTAGONISTA PPARY (GW9662) INIBE
PARCIALMENTE O EFEITO ANTINOCICEPTIVO MECANICO DO BCP EM ANIMAIS
COM NIOX.

Alguns estudos associam os efeitos farmacolégicos do BCP ao seu efeito
agonista de PPARy (SCANDIFFIO ET AL. 2020; IRRERA et al., 2019). Desse modo,
avaliou-se a participagdo de PPARy no efeito antinociceptivo do BCP, utilizando o
antagonista irreversivel GW9662 (SEARGENT et al., 2004). Em protocolo similar ao
apresentado na figura 8, foi iniciado o tratamento com OXA (5 mg/kg, i.p, 48/48h) e,
apds 3 doses, o limiar nociceptivo mecanico ja estava alterado nos grupos que
receberam OXA (Fig. 8A). Iniciamos, ent&o, o tratamento com o BCP (100 mg/kg, v.o,
1x/dia) e BCP+GW9662 (1 mg/kg, i.p, 1x/dia, 30 min antes da administracdo do BCP).
A dose de GW9662 foi baseada no estudo de BENTO e colaboradores (2011), no qual
1 mg/kg de GW9662 inibiu o efeito anti-inflamatério do BCP em modelo de colite em
camundongos. Ao avaliar os resultados, € possivel observar que o BCP reverte a
hiperalgesia mecanica induzida por OXA e que o tratamento com o antagonista
PPARYy inibe apenas no dia 11 a atividade antinociceptiva do BCP (Fig 8A) e no teste
da placa fria 0 antagonista PPARy nao inibiu o efeito do BCP sobre a hiperalgesia ao
frio (Fig 8B).
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Figura 8. Avaliacao do efeito do tratamento com o antagonista PPARy GW9662 sobre os
efeitos antinociceptivos do BCP no modelo de NIOX. Camundongos Swiss fémea foram
tratados com OXA (5 mg/kg, i.p, 48/48h) a partir do dia O e as intervengdes com BCP (100
mg/kg, v.o, 1x/dia) e/ou GW9662 (1 mg/kg, i.p, 1x/dia) foram iniciadas no dia 6, apds a inducéo
da neuropatia, definida pela alteragao dos limiares nociceptivos mecéanico (A) e térmico ao frio
(B). # indica diferenga estatistica (p < 0,05) quando comparados ao grupo controle; Valores
representados como média + desvio padr&o. * indica diferenga do grupo OXA; % indica diferenga
do grupo BCP. (ANOVA de 2 vias, post hoc de Bonferroni, n=8).

6.6 O TRATAMENTO COM BCP REDUZ A NOCICEPCAO ESPONTANEA
AGUDA, HIPERALGESIA AO FRIO E REDUZ O EDEMA DE PATA INDUZIDO POR
ALGOGENOS.

Para avaliar a participacdo de diferentes vias de sinalizacido na atividade
antinociceptiva e anti-inflamatoéria (antiedematogénica) do BCP, realizamos a
avaliacao aguda sobre o efeito dos algégenos AITC (agonista TRPA1), capsaicina
(agonista TRPV1) e prostaglandina E2 (mediador inflamatério). Os animais foram
previamente tratados com 100 mg/kg de BCP (v.o, 1x/dia), por 5 dias, sendo que no
quinto dia a administragdo de BCP foi realizada 1 h antes da administragdo dos
algdgenos. No quinto dia, foi realizada a administragao por via intraplantar de AITC,
capsaicina ou PGE2 e, imediatamente apds a administragao intraplantar, os animais
foram posicionados em uma camara de vidro, e os comportamentos de chacoalhar,
lamber e elevar a pata foram contabilizados durante 15 min (estratificados de 5 em 5
min) e o0 edema de pata e teste da placa fria foram avaliados 30 min, 1h, 2h e 3h apds

a administracédo do algogeno.

Utilizando o agonista TRPA1 (AITC) como algégeno, observamos que o
tratamento prévio com BCP é capaz de reduzir o comportamento nociceptivo
espontaneo agudo durante os 15 min avaliados (Fig. 9A), de reduzir o edema de pata
na 22 e 32 hora ap6s administracédo do AITC. No teste da placa fria, o grupo que
recebeu veiculo (v.0) e AITC intraplantar apresentou diferenga do grupo que recebeu
veiculo intraplantar, mas o grupo BCP nao apresentou diferenga em comparagao ao
controle veiculo intraplantar (Fig. 9C). Quando administramos o agonista TRPV1
(capsaicina), observamos que o BCP reduziu o comportamento nociceptivo
espontaneo agudo durante os 15 min avaliados (Fig. 9D), assim como reduziu o
numero de retiradas de pata na placa fria (Fig. 9F), embora nao tenha apresentado
diferenca sobre 0 edema de pata em comparagao ao controle veiculo intraplantar (Fig.

47



9E). Com o uso do mediador inflamatério (PGE2) como algégeno, observamos que o
BCP melhorou os trés parametros avaliados, a nocicepgao espontanea aguda (Fig.

9G), edema de pata (Fig. 9H) e o numero de retiradas de pata na placa fria (Fig. 9l).
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Figura 9. Avaliacdo dos efeitos do BCP sobre a hiperalgesia e edema da pata em um
modelo de nocicep¢ao aguda induzida por algégenos. Os animais foram previamente
tratados por 4 dias com 100mg/kg de BCP e no quinto dia uma hora antes da administracao
intraplantar de algogénios. Avaliagdo da nocicepgdo aguda (A), edema de pata (B) e
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hiperalgesia ao frio (C) induzida por AITC (alil isotiocianato); Avaliacdo da nocicepcao aguda
(D) e edema de pata (E) induzidos pela capsaicina; Avaliagdo da nocicepgao aguda (E),
edema de pata (F) e hiperalgesia ao frio (C) induzida por PGE2 (prostaglandina E2). Avaliacao
da nocicepcado aguda (D) e edema de pata (E) induzidos pela capsaicina; Avaliagdo da
nocicepgao aguda (G), edema de pata (H) e hiperalgesia ao frio () induzida por PGE2. Valores
representados como média * desvio padrdo. # denota diferenca estatistica do grupo de
controle salina; *indica diferenga do grupo OXA. (nos graficos de nocicepgao espontanea
aguda, ANOVA de duas vias com teste post hoc de Bonferroni; P < 0,05; n = 8/grupo; nos
graficos de hiperalgesia ao frio ANOVA de uma via, post hoc de Bonferroni, P < 0,05; n =
8/grupo).

6.7 O TRATAMENTO COM BCP REDUZ MARCADORES DE DANO OXIDATIVO
E ERO EM MEDULA ESPINHAL.

Observado o fendtipo da neuropatia e o efeito antinociceptivo do BCP em 14
dias do protocolo experimental (Fig. 10A-D), no dia 15 os animais foram submetidos
a eutanasia para coleta dos tecidos (figado, rins, bacgo, cérebro e medula espinhal) e
analise de dano oxidativo. Observamos que, na medula espinhal, a OXA aumenta a
lipoperoxidacao, e a dose de 100 mg/kg de BCP reduz significativamente esse efeito
(Fig 10E), assim como também observamos no ensaio de diclorofluoresceina (DCF),
que detecta ERO, principalmente peréxido de hidrogénio, que a dose de 100 mg/kg
de BCP diminuiu a fluorescéncia do DCF em comparagao ao grupo tratado somente
com OXA (Fig 10F). Corroborando o efeito do BCP no ambiente redox da medula
espinhal, por ELISA, observamos que o BCP reduz significativamente os niveis de 4-
hidroxinonenal (4-HNE), um aldeido formado durante a lipoperoxidacao (Fig. 10G). No
cérebro, a OXA aumenta a lipoperoxidagdo em comparagao aos grupos tratados com
25 e 100 mg/kg de BCP, os quais nao diferem dos controles (Fig 10H). Por outro lado,
os resultados em baco demonstram que todos os grupos que receberam OXA
apresentam aumento na lipoperoxidacao, sem diferenca para os tratados com
OXA+BCP (Fig 10I). Nos rins, foi observado aumento da lipoperoxidagdo somente no
grupo tratado com OXA (Fig 10J), como ja observamos anteriormente (AGNES et al.,

2021), e no figado nao houve diferenga entre os grupos (dados n&o apresentados).
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Figura 10. Avalicao de danos oxidativos em tecidos de animais tratados com BCP em
modelo de NIOX. Antes da coleta dos tecidos foi realizada a caracterizacdo do modelo de
NIOX (OXA 5 mg/kg, i.p, 48/48h) em camundongos Swiss fémea portadores de tumor e
iniciado o tratamento com BCP (25, 50 e 100 mg/kg, v.o, 1x/dia); os tratamentos foram
realizados durante 14 dias, onde foi realizada a avaliacdo da hiperalgesia mecanica aguda
(B) durante 24h apods a primeira administracdo do BCP; assim como a avaliagdo a longo prazo
(até o final do protocolo experimental de 14 dias) da hiperalgesia mecanica (A) e térmica ao
frio (C). (D) avaliacado do equilibrio e resisténcia fisica na plataforma rotarod. Ao término do
protocolo experimental (15° dia) os tecidos foram coletados e entdo realizadas as analises de
lipoperoxidacdo tecidual em cérebro (H), medula espinhal (E), baco (l), rins (J). Em (F)
mensuracdo dos niveis de EROs pelo ensaio com sonda DCF em medula espinhal. (G)
Mensuracdo dos niveis de 4-hidroxinonenal (4-HNE) em medula espinhal. Valores
representados como média + desvio padrao. # indica diferenca estatistica quando comparados
ao grupo controle; * indica diferenga do grupo OXA. Nos graficos de coluna, ANOVA de 1 via,
post hoc de Bonferroni, p<0,05, n=7-8; em; nos graficos de linha, ANOVA de 2 vias, post hoc
de Bonferroni; p<0,05; n=8/grupo.

6.8 O TRATAMENTO COM BCP DIMINUI OS NIVEIS DE IL-1B E TNF EM
MEDULA ESPINHAL DE ANIMAIS TRATADOS COM OXA.

Sendo a atividade anti-inflamatéria um dos principais mecanismos
farmacolégicos conhecidos do BCP, avaliamos os niveis das interleucinas IL-1 e TNF
em medula espinhal de animais tratados com BCP no protocolo apds a inducao da
neuropatia por OXA. Apos 7 dias do implante tumoral, foi induzida a neuropatia com
OXA (5 mg/kg, i.p, 48/48h) em fémeas Swiss com implante do adenocarcinoma de
Ehrlich. O tratamento com BCP (100 mg/kg, v.o, 1x/dia) iniciou no dia 6, apds
observacao da alteragao dos limiares nociceptivos mecanico e térmico ao frio. Ao final
do protocolo experimental foram coletadas as amostras de medula espinhal para a
analise por ELISA. Observamos que a OXA induz importante aumento nos niveis de

IL-1B (Fig. 11A) e TNF (Fig. 11B) que é significativamente reduzido pelo tratamento
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com BCP, inferindo assim que o BCP de fato exerce efeito anti-inflamatério em medula

espinhal.
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Figura 11. Mensuragao dos niveis de IL-1B e TNF em medula espinhal de animais
tratados com BCP em modelo de NIOX. Apds a caracterizacao do efeito antinociceptivo do
BCP sobre a hiperalgesia induzida por OXA, amostras de medula espinhal foram coletadas
para quantificacao de IL-1B (A) e TNF (B). # indica diferenca dos grupos controle; Valores
representados como média + desvio padréo. * indica diferenca do grupo OXA. (ANOVA de 1
via, post hoc de Bonferroni, p<0,05, n= 8)

6.9 O TRATAMENTO COM BCP NAO ALTERA O PESO DO FiGADO, RINS, BACO
E PESO CORPORAL E MARCADORES DE TOXICIDADE HEPATICA, RENAL E
MUSCULAR EM ANIMAIS TRATADOS COM OXA.

Na avaliagdo macroscopica dos 6rgaos dos animais, observamos diferenca no
tamanho do figado, rins e bago dos animais tratados com OXA, e confirmamos que
de fato existe diferenga no peso desses 6rgéos. Na figura 12 observamos que o grupo
tratado com OXA apresenta redugéo no peso do figado (Fig 12A) e dos rins (Fig 12B)
em comparagao aos controles, ja grupo OXA+BCP nao é diferente dos controles,
porém, também nao difere do grupo tratado somente com OXA. Em relagdo ao peso
do bago, observamos que o grupo com tumor nao tratado, apresentou aumento
significativo no peso do érgdo em comparacado aos grupos OXA e OXA+BCP (Fig
12C), assim como os tumores nos animais controles também sao maiores (dados
apresentados no topico 6.11), indicando que ha relagado do tamanho e peso do tumor
com o tamanho e peso do bago. Sobre o peso corporal observamos que 0s grupos

tratados com OXA apresentaram menor variagao de peso em relacdo ao peso inicial
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em comparagao aos controles e, sobre esse parametro, ndo observamos diferenca
entre o grupo OXA e OXA+BCP (Fig 12D).

Apesar de observar diferenca no peso dos rins e do figado, n&o foi observada

diferenga nos marcadores bioquimicos de dano hepatico, avaliada por meio da

atividade de ALT e FAL (Fig. 12E-F), renal, avaliada pelos niveis de creatinina (Fig.

12G), e muscular pela atividade da CK (Fig. 12H).
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Figura 12. Avaliagcao da toxicologia macroscopica de 6rgaos e de marcadores de dano
hepatico, renal e muscular. Ao fim do protocolo experimental foram coletados rins, figado,
bagco e sangue de camundongos Swiss fémeas tratados com OXA (5 mg/kg, i.p, 48/48h) e
BCP (100 mg/kg, v.o, 1x/dia). Em (A) peso do figado, (B) peso dos rins, (C) peso do bago e
(D) peso corporal. A partir do soro ou plasma foram realizadas as analises bioquimicas para
atividade da ALT (E), FAL (F), creatinina (G) e CK (H). Valores representados como média *
desvio padrdo. # indica diferenga estatistica quando comparados ao grupo controle; (nos
graficos de coluna, ANOVA de 1 via, post hoc de Bonferroni, p<0,05, n=8; em (D) ANOVA de
2 vias, post hoc de Bonferroni; p<0,05; n=8/grupo).

6.10 O TRATAMENTO COM BCP PREVINE A TROMBOCITOPENIA E NAO
ALTERA A LEUCOPENIA INDUZIDA POR OXA.

Para avaliagdo do perfil hematoldgico utilizamos sangue total em EDTA, a
coleta do sangue foi realizada nos animais do experimento apresentado no topico 6.4
(Fig 4C e D). Apos coleta do sangue as amostras foram enviadas para o laboratério
Citovet (Florianopolis-SC) onde o hemograma foi realizado. Os resultados
demonstram alteracdo na quantidade de plaquetas (Fig. 13A) no grupo OXA e
OXA+BCP+SR em relagao ao controle e o grupo tratado com OXA+BCP apresentou

aumento em relagdo ao grupo OXA, mas ndo em relagdo ao OXA+BCP+SR. Também
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observamos diminui¢do na contagem de leucdcitos totais nos grupos tratados com
OXA em relagédo ao controle (Fig 13C), mas nao houve diferenga na contagem de
eritrécitos (Fig 13B).
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Figura 13. Hematologia de animais tratados com BCP em modelo de NIOX. O sangue
total foi coletado para contagem automatizada de plaquetas (A), eritrocitos (B) e leucdcitos
totais (C). Valores representados como média + desvio padrao. # indica diferenga dos grupos-
controle; * indica diferenga do grupo OXA. (ANOVA de 1 via, post hoc de Bonferroni, p<0,05,
n=15).

6.11 O TRATAMENTO COM BCP NAO ALTERA A EFICACIA ANTITUMORAL DA
OXA.

Acompanhamos, como variavel secundaria dos experimentos anteriores, o
efeito combinado do BCP com OXA sobre o volume e peso do adenocarcinoma de
Ehrlich e observamos que n&o ha alteragao da eficacia antitumoral da OXA quando
administrado concomitantemente (Fig. 14 A-B) ou apds a indugéo da neuropatia por
OXA (Fig 14C-D), demonstrando que a OXA néo altera a eficacia antitumoral do BCP
no modelo de adenocarcinoma de Ehrlich, nas doses e regimes posologicos utilizados.
Para avaliar o efeito do BCP em monoterapia sobre o desenvolvimento de tumores,
no primeiro momento realizamos o implante tumoral em fémeas Swiss (dia -7), e apds
7 dias com a presencga do tumor sélido, foi iniciada a administragdo do BCP nas doses
de 25, 50 e 100 mg/kg (VO, 1x/dia) durante 17 dias. Nesse experimento observamos

que o tratamento com BCP inibiu o crescimento tumoral nas doses de 25 e 50 mg/kg,

55



que difere no volume do tumor em comparacao ao controle; e a dose de 25 mg/kg

difere no peso do tumor em comparagao ao grupo controle (Fig 14 E-F).
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Figura 14. Avaliacdo da interacio do BCP com OXA sobre o desenvolvimento do
adenocarcinoma de Ehrlich. Apés 7 dias dos implantes tumorais foi iniciada a intervengao
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com OXA (5 mg/kg, i.p, 48/48h), o efeito do BCP (10, 50 e 100 mg/kg, v.o, 1x/dia) foi avaliado
em dois protocolos, iniciando concomitante a OXA, em protocolo de 14 dias de tratamento,
sendo realizada a mensuragao do volume dos tumores (A), ao final do experimento os tumores
foram coletados e pesados (B); e no protocolo apds a indu¢cdo da neuropatia (C) e (D). A
avaliagao do efeito sobre o desenvolvimento de tumores com BCP em monoterapia foi realizada
em protocolo de tratamento de 17 dias com uma dose diaria de BCP (25, 50 e 100 mg/kg, v.o,
1x/dia), em (E) o volume dos tumores e em (F) peso dos tumores. * indica diferen¢a do grupo
controle. Nos graficos de linha, ANOVA de 2 vias, post hoc de Bonferroni; p<0,05. Nos graficos
de coluna, ANOVA de 1 via, post hoc de Bonferroni, p<0,05; em (A-D n=8; E, n=7).

6.12 O TRATAMENTO COM BCP EXERCE EFEITO ANTITUMORAL EM MODELO
DE MELANOMA MURINO (B16F10).

Em outro experimento avaliamos o efeito in vivo e in vitro do BCP em células
de melanoma B16F10. Para o modelo animal utilizamos camundongos fémea da
linhagem C57BL/6 que receberam o implante das células B16F10 no dia -7 do
protocolo experimental; apds cerca de 7 dias do implante os tumores estavam visiveis
e palpaveis, iniciando no dia 0 os tratamentos com de BCP (100 mg/kg, v.o, 1x/dia),
cisplatina (CDDP 1 mg/kg, i.p, 48/48h) ou a combinagao de BCP e CDDP, durante o
total de 8 dias. Nesse experimento, observamos que somente os grupos BCP e
BCP+CDDP apresentaram diferenga no volume e peso dos tumores em relagdao ao
controle (Fig 15 A e B). No ensaio in vitro (Fig. 15C), utilizando as células B16F10
observamos que a CDDP nas concentragdes de 1, 5 e 10 yM diminui a viabilidade
celular em comparagao ao controle; o BCP nao reduziu a viabilidade celular em
nenhuma das concentragdes utilizadas (1, 25 e 50 uM); a combinagéo dos farmacos
teve efeito aditivo/sinérgico somente na comparagao entre os grupos CDDP 1uM e
CDDP 1 pM + BCP25 uM e o BCP diminuiu o efeito citotéxico da CDDP somente na
comparacgao entre CDDP 10 uM e CDDP 10 uM + BCP 50 yM.

Na sequéncia realizamos um experimento avaliando a sobrevida de animais
com melanoma, considerando o tempo para atingir os endpoints humanitarios
(descritos no topico 5.3.7.2). Apds o implante das células B16F10, os animais foram
incluidos no experimento individualmente a partir do momento em que o tumor se
encontrava palpavel e mensuravel com paquimetro, sendo considerado o inicio do
tratamento no dia 0, onde foram administradas as doses de 25, 50 ou 100 mg/kg (v.o,
1x/dia). Os animais foram tratados até atingir ao menos um dos endpoints para o

modelo, sendo entdo submetidos a eutanasia. Nenhum animal permaneceu no
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experimento até o dbito em consequéncia do tumor. Na figura 15. (D) observamos que
o BCP foi capaz de aumentar significativamente a sobrevida dos animais no

experimento, com significancia nas doses de 50 e 100 mg/kg.
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Figura 15. Efeito antitumoral do BCP em modelo de melanoma murino B16F10. Apds o
implante subcutaneo das células B16F10, os tumores levam de 5 a 10 dias para se tornarem
palpaveis, possibilitando a mensuragdo do volume tumoral e inicio dos tratamentos.
Inicialmente foi realizado o experimento avaliando o efeito do BCP em monoterapia ou
combinado com CDDP sobre o volume (A) e peso dos tumores (B). Em (D) os animais foram
tratados com BCP (25, 50 e 100 mg/kg, v.o, 1x/dia), o grafico representa o percentual de
sobrevivéncia até atingir algum dos endpoints humanitarios. (C) avaliagéo in vitro do BCP
sozinho (1, 25 e 50 yM) ou combinado com CDDP (1, 5 e 10 uM) sobre a viabilidade das
células B16F10. Valores representados como média * desvio padrio. * indica diferenca do
grupo controle. Em (A), ANOVA de 2 vias, post hoc de Bonferroni; p<0,05; n=5; em (B) e (D)
ANOVA de 1 via, post hoc de Bonferroni, p<0,05, n=5; em (C) comparagao da curva pelo teste
Mantel-Cox, p<0,05, n=6).

7 DISCUSSAO

O manejo dos efeitos adversos causados pelo uso de quimioterapicos durante o

tratamento do cancer por muitas vezes é um desafio na clinica, especialmente quando
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essa morbidade é de dificil diagndstico e tratamento, como é o caso da NIQ
(DESFORGES et al., 2022; ZAJACZKOWSKA et al., 2019; CAVALETTI et al., 2010).
(SALAT et al., 2020). Ao subdiagndstico somam-se a dificuldade do controle
farmacolégico dos sintomas neuropaticos e o fato de que, em diversos estudos
clinicos, as intervengdes farmacoldgicas nao apresentaram beneficio em grande parte
dos individuos avaliados (SALAT et al., 2020). Assim, novas abordagens
farmacoldgicas devem ser estudadas para o controle da NIQ, pois o tratamento
precoce tende a inibir a cronificagdo dos danos neuronais (ZUO et al., 2003; ELLIS e
BENNET, 2013). A severidade da neuropatia, além de afetar a qualidade de vida do
paciente oncoldgico, pode levar a modificagées do protocolo antitumoral, aumentando
o intervalo entre as doses, reduzindo a dose ou, em casos graves, provocar
interrupcao precoce do tratamento quimioterapico. O desvio de curso dos protocolos
quimioterapicos pode afetar a eficacia antitumoral, principalmente pela facilitacdo do
processo de resisténcia das células tumorais aos farmacos, o que dificulta
significativamente o sucesso da quimioterapia e aumenta a probabilidade de 6bito em
consequéncia do cancer (COLVIN et al., 2019).

Neste estudo, baseados em um modelo ndo clinico de NIOX em animais
portadores de tumor, demonstramos que o fitoquimico BCP pode ser uma alternativa
farmacolégica para o controle do fendtipo neuropatico, sem afetar a eficacia
antitumoral e toxicidade da OXA. Para avaliar o efeito antinociceptivo do BCP e sobre
a eficacia antitumoral da OXA, inicialmente, aplicamos o protocolo de tratamento
concomitante da OXA com uma dose diaria do BCP, com o intuito de avaliar se a
intervengcao com BCP previne o surgimento da hiperalgesia mecanica e térmica ao
frio, assim como avaliar por um periodo amplo o efeito sobre o desenvolvimento dos
tumores de Ehrlich. Observamos que o BCP previne o surgimento da hiperalgesia
mecanica e térmica ao frio e, em relagao a eficacia antitumoral da OXA, o BCP nao
alterou o efeito da OXA na reducao do volume tumoral. No protocolo pds-indugao da
neuropatia (terapéutico) - que se correlaciona melhor com a realidade clinica, na qual
a intervencgao farmacolégica geralmente ocorre apos observagao de algum sintoma
de neuropatia - observamos que uma dose unica de 100 mg/kg de BCP, apresenta
efeito antinociceptivo a partir de 3 h; efeito que se manteve até o fim das primeiras 24
h avaliadas, e se manteve até o final dos 14 dias de protocolo. Esse conjunto de dados
demonstra que o BCP previne o surgimento da hiperalgesia mecanica e térmica ao

frio em modelo murino de NIOX, assim como reverte a hiperalgesia no protocolo
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terapéutico; além de nao alterar a eficacia antitumoral da OXA em ambos protocolos
de tratamento (concomitante e pds inducdo da neuropatia). Nao encontramos
trabalhos na literatura avaliando os efeitos do BCP especificamente sobre a NIOX.
Nesse modelo, existe um trabalho que avalia os efeitos de A9-THC e canabidiol, que
apresentam efeito antinociceptivo, porém a participacdo de CB1 e CB2 no efeito
observado n&o foi avaliada (KING et al., 2017). Entretanto, ja foi observado que tanto
CB1 quanto CB2 apresentam expressao aumentada em DRG de animais tratados com
OXA (NOYA-RIOBO et al., 2023). Em um estudo com o agonista sintético de CB>,
AM1710, foi observada redugao da hiperalgesia mecanica e térmica ao frio em modelo
de neuropatia induzida por paclitaxel e cisplatina (DENG et al., 2012), assim como o
uso do agonista JHW-133 melhorou a nocicep¢gdo mecanica em modelo de neuropatia
induzida por cisplatina (VERA et al., 2013). Em modelo de neuropatia induzida por
paclitaxel, o agonista CB2 MDA7 atenuou a hiperalgesia mecanica, assim como
agonista misto CB1/CB2 CP55,940 apresentou melhora da nocicep¢gdo mecanica
através de CB2 (WU et al.,, 2018; DENG et al., 2015). No unico trabalho que
encontramos utilizando o BCP em um modelo de NIQ (induzida por paclitaxel), SEGAT
e colaboradores (2017) observaram que o BCP reverte a hiperalgesia mecanica
induzida por PTX, através de mecanismo envolvendo CB2, dado que o efeito

antinociceptivo foi inibido pelo antagonista CB2 AM630.

Nosso trabalho vai ao encontro desses dados, pois quando administramos o
antagonista de CB2 SR144528 também observamos inibigdo do efeito antinociceptivo
sobre a hiperalgesia mecanica, inferindo que, ao menos em parte, o efeito do BCP
envolve CB2. Porém, sobre a hiperalgesia térmica ao frio, o antagonista n&o inibiu o

efeito antinociceptivo. Também avaliamos o efeito do antagonista PPARy GW9662 (1

mg/kg, i.p) no modelo de NIOX, e observamos um efeito transitério de inibicdo do
efeito do BCP sobre a hiperalgesia mecéanica, e assim como o antagonista CB2, ndo

inibiu o efeito antinociceptivo do BCP sobre a hiperalgesia ao frio. Entretanto, existem

trabalhos demonstrando evidéncias do envolvimento de PPARv na NIQ (QUINTAO et

al., 2019). Neste contexto, foi observado que o uso do agonista PPARYy rosiglitazona,

melhora a hiperalgesia térmica ao frio e reduz a hiperalgesia evocada por pressao em
modelo de NIOX (ZANARDELLI et al., 2014). Importante notar que a auséncia de uma

curva de doses, em nosso modelo, pode limitar nossa interpretacéo sobre a eficacia
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dos antagonistas CB2 e PPARy testados sobre o parametro de sensibilidade ao frio.

Além disso, o fato do antagonista CB2 n&o inibir o efeito do BCP na sensibilidade ao
frio, pode ser devido a dose de SR144528 que utilizamos (1 mg/kg, baseado nos
estudos de BELTRAMO e colaboradores., 2006), dado que, em alguns trabalhos que
avaliaram o efeito do SR144528 sobre a nocicepgao ao frio, a dose utilizada para
observar efeito inibitorio sobre a droga teste nesses estudos foi de 3 mg/kg (CROWE
et al., 2015; KINSEY et al., 2009).

Outra possibilidade € que o BCP pode modular outras vias de sinalizagao, como
alguns membros da familia TRP. Existem evidéncias de que canabinoides modulam
alguns TRPs, sendo inclusive um grupo de TRPs denominados como receptores
canabinoides ionotropicos (MULLER et al., 2019). Ja foi predita in silico a ligagao do
BCP ao TRPV1 (VENKATAKRISHNA et al., 2022; TOLEDO et al., 2020), embora
modelos mais robustos devem ser realizados para confirmar esses achados. Na
relagcdo de canabinoides com os rceptores TRP, o primeiro agonista endégeno de
TRPV1 descoberto foi a anandamida (ZYGMUNT et al., 1999). Além disso, foi descrito
que 0 A9-THC atua em TRPV2 e modula moderadamente TRPV3, TRPV4, TRPA1 e
TRPM8 (DE PETROCELLIS et al.,, 2011; MULLER et al., 2019), assim como o
canabigerol, que é significativamente mais seletivo para CB2 tem efeito agonista em
TRPV1 (DE PETROCELLIS et al., 2011). Nossos resultados demonstram que de fato
o BCP apresenta efeito antinociceptivo sobre a nocicepgédo espontdnea aguda e
hiperalgesia ao frio induzida pelo agonista TRPV1, capsaicina, resultados
semelhantes aos de KATSUYAMA e colaboradores (2013), obtidos através da
administracdo intraplantar de BCP, onde observaram melhora na nocicepg¢ao
espontanea aguda induzida por capsaicina. Outros agonistas CB2, AM1241 e
JWH133, também ja demonstraram efeito antinociceptivo em modelos utilizando
capsaicina como algogeno; efeito inibido com uso de antagonistas CB2 (AM630,
SR144528) (QUARTILHO et al., 2003; HOHMANN et al., 2004; SAGAR et al., 2005).

Utilizando AITC como algégeno, observamos diminuicdo da nocicepgao
espontanea aguda e diminuicdo do edema de pata nos animais tratados com BCP.
DE PETROCELLIS e colaboradores (2011) demonstram que canabinoides com
afinidade para CB1 e CB2 apresentam efeito antinociceptivo apés estimulo com AITC

(agonista TRPA1); também foi observada participacdo de CB2 na modulacdo da

61



nocicepg¢ao orofacial induzida por AITC em ratos (SPRADLEY et al., 2012). Portanto,
os dados aqui obtidos em conjunto com a literatura demonstram que parece existir
relacdo de TRPs no efeito antinociceptivo do BCP e de agonistas CB2. Porém, estudos
testando antagonistas sdo necessarios para confirmar a participagéo de CB:2 no efeito
do BCP sobre o sistema de TRPs.

Adicionalmente observamos que o BCP também melhora a nocicepcao
espontanea aguda, hiperalgesia ao frio e edema de pata em animais que receberam
PGE2 na pata, confirmando que o BCP é capaz de inibir a sensibilizagdo neuronal
induzida por PGE2, que ¢ liberada durante processos inflamatérios e causa excitagao
neuronal (CUl e NICOL, 1995). A PGE2 ja foi caracterizada como um algdégeno atraveés
da administragao intraplantar (KASSUYA et al., 2007), sendo um bom modelo para
avaliar a hiperalgesia induzida por um mediador inflamatério e para avaliagao do efeito
antiedematogénico de um farmaco, dado que a PGEZ2 induz pronunciado edema de
pata (CLAUDINO et al., 2006). A literatura demonstra que a PGE2 participa da
sensibilizacdo neuronal em estados de lesdo (MA et al., 2008), assim como ja foi
observado que PGE2 participa do processo de cronificagao da NIOX (STAURENGO-
FERRARI et al., 2022), sendo assim a inibicdo da hiperalgesia induzida por PGE2

importante também no contexto da NIOX.

Um dos principais efeitos farmacologicos propostos para o BCP é o anti-
inflamatoério (MACHADO et al., 2018). Na NIOX ocorre aumento da liberacdo de
citocinas pro inflamatorias (MCLEARY et al., 2019), ja bem caracterizada em medula
espinhal com aumento de TNF e IL-1B (JUANG et al., 2017; XU et al., 2018; HUANG
etal., 2021; AGNES et al., 2021; BAl et al., 2022). Nesse sentido reforcamos os dados
da literatura ao observar aumento significativo de IL-13 e TNF-a na medula espinhal
de animais tratados com OXA, e uma importante reducéo nos niveis dessas citocinas
em animais tratados com BCP, confirmando a atividade anti-inflamatéria do BCP no
modelo de NIOX. Apesar de nao ter literatura disponivel avaliando interleucinas no
tratamento com BCP em modelo de NIOX, em um modelo de neuropatia induzida por
paclitaxel em camundongos, o BCP diminuiu a imunoconteudo de IL-18 e NF-kB em
medula espinhal (SEGAT et al., 2017). Além disso, alguns trabalhos em diferentes
modelos demonstram acdo anti-inflamatéria do BCP. Em modelo de dislipidemia
induzida por dieta hiperlipidica em ratos, foi observado que o tratamento com BCP
reduziu os niveis de TNF e IL-18 em homogenato de aorta (YOUSSEF et al., 2019).
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ALBERTI e colaboradores (2017) observaram que em células Treg obtidas de animais
com encefalomielite induzida pelo peptideo MOG-35-55, o tratamento com BCP reduz
os niveis de INF-v e IL-4 e aumentou IL-10; efeito que foi inibido pelo antagonista CB2
AMG630. Em um modelo de cardiotoxicidade induzida por doxorrubicina em ratos, foi
observado que o tratamento com BCP reduz os niveis de TNF, IL-13 e IL-6 no coragao
(MEERAN et al., 2019); resultados semelhantes aos observados por AL-TAEE e
colaboradores (2019) no mesmo modelo de cardiotoxicidade por doxorrubicina, no
qual observaram reducao de TNF, IL-1B e IL-6 no miocardio de ratos.

Em relagdo aos efeitos de CB2 na modulagao inflamatdria, foi observado em
modelo de neuropatia induzida por paclitaxel que o agonista CB2 MDA7 preveniu o
surgimento da hiperalgesia mecanica, além de reduzir a expressao génica de TNF, IL-
1B e IL-6 em medula espinhal (XU et al., 2014). Em um modelo de inflamacéao de pata
induzida por carragenina, foi observado que o agonista CB2 GW405833 diminuiu os
niveis séricos de TNF e IL-18 (PARLAR et al., 2018). No trabalho de ZOPPI e
colaboradores (2014) o tratamento com o agonista CB2 JHW133 reduziu os niveis de
TNF e IL-1B no cérebro de camundongos em modelo de estresse acustico. Dessa
forma, os dados da literatura em conjunto com nossos resultados evidenciam que o
BCP e outros agonistas CB2 exercem efeito anti-inflamatério em diferentes patologias

estudadas em modelo animal, incluindo a NIQ.

Além do mecanismo anti-inflamatério classico via CB2, o efeito como modulador
redox faz parte dos efeitos farmacolégicos propostos para o BCP (ASSIS et al., 2014,
SHARMA et al., 2016; FRANCOMANO et al., 2019). No nosso modelo realizamos a
quantificacdo de TBARS em amostras de cérebro, medula espinhal, figado, rins e
baco além da mensuragao de ERO pela sonda DCF e dos niveis de 4-hidroxinonenal
(4-HNE) em medula espinhal. Observamos que o tratamento com OXA aumentou a
lipoperoxidagao, os niveis de ERO (ensaio DCF) e os niveis de 4-HNE, ao passo que
o BCP (100 mg/kg) reduziu significativamente esses parametros, indicando que o BCP
atua na neuroprotecao contra lipoperoxidagdao e producdo de ERO no SNC. Nao
encontramos trabalhos avaliando modulacao redox em medula espinhal no tratamento
com BCP, sendo necessarios mais estudos para confirmar esse efeito, assim como
0s mecanismos envolvidos, como a ativagdo da via Nrf2 observada no cérebro de
animais tratados com BCP (LOU et al., 2016). Em relacdo aos danos oxidativos em

medula espinhal induzidos por OXA, ja observamos que existe relagdo entre o
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aumento de lipoperoxidacao e dos niveis de EROs com a hiperalgesia, pois 0 uso de
antioxidantes além de reduzir esses parametros, melhora significativamente a

nocicepg¢ao dos animais em modelo de NIOX (AGNES et al., 2021).

Na avaliagdo da lipoperoxidagao do bago, observamos que todos os grupos
que receberam OXA apresentaram aumento na lipoperoxidagdo. Além disso
observamos que o tamanho do baco também era menor nesses animais em
comparagao ao grupo controle sem OXA. Logo, o efeito sobre a lipoperoxidagéo no
bacgo parece ser independente da presencga de tumor, pois o grupo controle com tumor
nao apresentou aumento. Neste contexto, ja foi observado no tratamento com OXA
causa esplenomegalia (LEES et al., 2020), efeito que n&o foi reproduzido em nosso
modelo. Porém, no trabalho de LEES e colaboradores (2020) as avaliagdes foram
realizadas em animais sem tumor, que pode ser o motivo da diferenga para o nosso
modelo no qual ha presenca de tumor. Nao encontramos dados avaliando danos
oxidativos no baco induzidos por OXA, portanto maiores avaliacbes devem ser
realizadas nesse sentido, assim como o estudo das consequéncias do estresse

oxidativo no bago desses animais.

A OXA reduz a quantidade de leucdcitos totais, uma consequéncia da
mielossupressao — causada pela platinacdo do DNA e parada/mosrte celular dos
precursores hematopoiéticos — tipicamente observada em pacientes tratados com
OXA (HANADA et al., 2010). Em um modelo de NIOX, a OXA também induziu redugao
de leucécitos totais (CANTA et al., 2020). Entretanto, o BCP n&o apresentou nenhum
efeito sobre esse parametro, indicando que o BCP n&o afeta o mecanismo de acao
antitumoral da OXA, o dano em DNA. Em linhagem de melanoma, o BCP também né&o
afetou a citotoxicidade da cisplatina in vitro, sugerindo que a patinagao de DNA néo
deve ter sido diminuida na presenga do BCP. Outra alteragdo hematoldgica observada
foi a trombocitopenia, que predispde ao surgimento de hematomas e hemorragias
potencialmente fatais; alteracdo que ja € bem relatada em humanos em tratamento
com OXA (KOUTRAS et al., 2004; BAUTISTA et al., 2010; SHAO et al., 2018). Em
modelo animal também ja foi observada trombocitopenia induzida por OXA
(ORTHMANN et al 2076; CANTA et al., 2020). Sobre esse parametro, o BCP teve um
efeito positivo, aumentando significativamente a quantidade de plaquetas e, neste
sentido, EL-SHEIK e colaboradores observaram que o BCP aumentou a quantidade

de plaquetas apds exposicdo ao metotrexato. Esse efeito pode ter relagdo com
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ativacado de receptores CB2 0s quais, a0 menos em humanos, sdo expressos em
plaquetas (CATANI et al., 2010).

Além da eficacia antinociceptiva de um farmaco candidato ao tratamento da
NIQ, é fundamental avaliar a seguranga do farmaco sobre o desenvolvimento de
tumores. Nesse sentido, observamos que o BCP néo altera a eficacia antitumoral da
OXA no adenocarcinoma de Ehrlich. Também avaliamos o efeito isolado do BCP no
mesmo modelo e observamos potencial efeito antitumoral do BCP, porém, o efeito
nao foi dose-dependente, sendo significante nas doses de 25 e 50 mg/kg, mas ndo na
dose de 100 mg/kg. Considerando que a analise do efeito antitumoral foi uma variavel
secundaria no desenho do nosso modelo, mais estudos devem ser realizados para
confirmar acdo antitumoral do BCP sozinho ou combinado com quimioterapicos
(FIDYT et al., 2016). Um dos poucos trabalhos encontrados vai ao encontro dos
nossos resultados e demonstra que o BCP nao altera a eficacia antitumoral da
doxorrubicina em camundongos com adenocarcinoma de Ehrlich (HANUSOVA et al.,
2017). Em estudos in vitro, foi observado que o BCP aumenta o efeito antiproliferativo
da OXA em células de cancer colorretal (AMBROZ et al., 2019), ndo afeta o efeito
antiproliferativo da doxorrubicina em células de adenocarcinoma colorretal (DI
GIACOMO et al., 2017); e promove quimiossensibilizacdo a doxorrubicina em células
de colangiocarcinoma (DI SOTTO et al., 2020). Em modelo animal existem evidéncias
da participagéo de CB2 no desenvolvimento de tumores. Em um modelo xenografico
de implante de células de cancer de mama (MDA-MB231), foi observado que o
agonista CB2 JHW-133 diminui o volume tumoral; efeito que ¢é inibido pelo antagonista
CB2 SR144528 (QAMRI et al., 2018). Esse resultado corrobora com os achados de
MORALES e colaboradores (2015), no mesmo modelo (implante xenografico de MDA-
MB231), e o tratamento com a agonista CB2 o0-Quinona, que apresentou efeito

antitumoral in vivo e in vitro.

Em outro momento, avaliamos o efeito do BCP sobre um tumor mais agressivo,
o melanoma B16F10 (MACHADO et al., 2013). Nesse modelo, observamos efeito
antitumoral bem pronunciado no tratamento com BCP, superior ao efeito da CDDP
nesse modelo. Além disso, o BCP aumentou significativamente a sobrevida de
animais com melanoma. O trabalho de JUNG e colaboradores (2015) corrobora com
nossos resultados. Em modelo de melanoma B16F10 em animais recebendo dieta

hiperlipidica, com o intuito de criar um microambiente mais propicio ao crescimento
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de tumores, foi observado que o uso de BCP na formulagdo da ragao inibiu o
crescimento dos tumores através de mecanismos que envolvem supressdo da
proliferagdo celular e da angiogénese, indicando também que na linhagem de
camundongos C57BL/6 o BCP também parece ser absorvido por via oral o suficiente
para gerar efeito farmacolégico. Por outro lado, quando realizamos um ensaio in vitro
com as células B16F10, nao observamos efeito antiproliferativo do BCP, o que nos
leva a crer que o efeito observado in vivo pode estar ocorrendo via modulagao da
resposta imune/inflamatoria através de CB2. O estudo de GRUBER e colaboradores
(2021) nos traz base para tal hipétese, pois em animais Cnr2 foi observado aumento
no volume dos tumores em comparagao aos animais Cnr2**. No infiltrado tumoral, foi
observado aumento de linfécitos B (CD19%) e diminuicdo de linfécitos T (CD8%),
indicando que existe relacdo entre expressdo de CB2 e a imunidade tumoral no
desenvolvimento do melanoma B16F10 em camundongos (GRUBER et al., 2021).
Além da modulacao da inflamacao/imunidade tumoral, ja foi observado que o BCP
e/ou agonistas CB2 sdo capazes de reduzir a angiogénese, induzir apoptose, reduzir
metastases em diferentes tipos de cancer em estudos in vitro e in vivo (KHAN et al.,
2016; HASHIESH et al., 2021; IRRERA et al., 2020; DAHHAM et al., 2021; ARUL et
al., 2020; FIDYT et al., 2016. Portanto, os dados que obtivemos em conjunto com os
apresentados na literatura demonstram que o BCP apresenta potencial atividade
antitumoral, porém, mais estudos sao necessarios para observar a reprodutibilidade
desses resultados, assim como investigar se os mecanismos moleculares envolvidos

na agao antitumoral sdo os mesmos propostos com o uso de outros agonistas CBz2.
8 CONCLUSAO

O presente estudo demonstra que o tratamento com BCP em modelo de NIOX
apresenta efeito antinociceptivo sobre a hiperalgesia mecanica e térmica ao frio em
protocolo concomitante/preventivo, assim como quando administrado apds a inducéo
da neuropatia por OXA. Os mecanismos farmacodindamicos sugerem que ha
participagao de receptores CB2 no efeito do BCP sobre a hiperalgesia mecénica, e
efeito de PPARy em menor magnitude. Porém, nenhum antagonista inibiu a atividade
antinociceptiva ao frio, indicando que outras vias de sinalizacdo podem estar
envolvidas no efeito do BCP. Sobre o desenvolvimento de tumores, o BCP n&o alterou
a eficacia antitumoral da OXA no modelo de adenocarcinoma de Ehrlich e, quando

administrado em monoterapia, apresentou potencial efeito antitumoral tanto no
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modelo de adenocarcinoma de Ehrlich quanto, e principalmente, no modelo de
melanoma B16F10. Sendo assim, pode-se concluir que o BCP é uma molecula
promissora para o controle da NIOX, sem alterar a eficacia antitumoral da OXA em
modelo animal. Estudos em humanos devem ser realizados para a avaliar se ha
translacdo dos dados obtidos em modelo animal, para assim viabilizar a aplicagao
clinica do BCP.
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APENDICES
AVALIACAO DO EFEITO ANTINOCICPETIVO DE UMA FORMULACAO DE BCP EM
NANOEMULSAO.

As nanoemulsdes de BCP foram sintetizadas em parceria com o grupo da Prof?
Dra Elenara Lemos Senna, e preparadas pela MSc. Rafaela Costa e Silva, no
Laboratério de Farmacotécnica e Cosmetologia (CCS-UFSC). As nanoemulsdes
foram preparadas por meio da técnica de emulsificagcdo espontédnea descrita por
Bouchemal et al. (2004), como segue: para a preparagao da fase organica, 300 mg
ou 500 mg de B-cariofileno foram pesados diretamente em um calice de 30 mL. Em
seguida foram adicionados 1,0 mL ou 0,6 mL de uma solugdo de lecitina de soja
(Lipoid S100) a 7 mg/mL em etanol. O volume final foi completado para 20 mL com
etanol e as solugdes foram mantidas em banho de ultrassom por 6 min para completa
solubilizacdo dos componentes. A fase aquosa foi constituida de 40 mL de uma
solugédo de Tween ® 80 1,0% (m/v) previamente preparada. A fase orgéanica foi entdo
vertida no interior da fase aquosa com o auxilio de uma seringa e deixadas sob
agitacado por 10 min. Em seguida as emulsdes foram submetidas a evaporagao sob
pressao reduzida a temperatura de 40°C para eliminagdo do solvente organico e
concentragédo até o volume final de 10 mL ou 20 mL. Apéds a evaporagdo, as nano
emulsdes foram filtradas através de papel-filtro quantitativo com poro de 8,0 um.
Todas as formulagbes foram preparadas em triplicata. Com o objetivo de evitar a
degradagdao do farmaco, as nano emulsdes foram preparadas e armazenadas
protegidas da luz e em temperatura ambiente. O teor de BCP livre e nas nano
emulsdes foi determinado por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), as
analises foram realizadas em cromatografo LC-20AD (Shimadzu, Japao) equipado
com uma bomba binaria LC-20AD e acoplado com um detector de arranjo de
fotodiodos SPD-M20A 206 (DAD). Os experimentos foram realizados em modo de
fase reversa, utilizando uma coluna C18 (150 x 4,6 mm, 5,0 um), com temperatura de
forno a 30 °C. O sistema foi operado em modo isocratico com fase moével constituida
acetonitrila:agua (90:10, v/v), em fluxo de 1,0 mL/min. O volume de injecao foi de 20
ML e os cromatogramas foram obtidos no comprimento de onda de 210 nm, com
monitoramento dos espectros de UV/Vis na faixa de 200 a 400 nm. A aquisi¢cao dos

dados foi realizada utilizando o software Lcsolution (Shimadzu, Jap&o). O teor de BCP
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encontrado apo6s analise por CLAE da nanoemulsédo foi 32,88 + 3,99 mg/mL, os

demais parametros farmacotécnicos estdo apresentados na tabela 1.

Formulagao Didametro indice de Potencial zeta pH
médio (nm) polidispersao
NE 232,65 + 5,59 0,17 £ 0,01 -21,15+ 1,45 4,18 £ 0,06
NE: 237,15+ 2,95 0,16 £ 0,03 -21,15+1,15 4,12 £ 0,01
NE3 185,35+ 1,25 0,15+ 0,03 -16,85+1,75 4,09 + 0,01
NE4 189,95 £ 4,55 0,13 £ 0,06 -19,70 £ 1,30 4,11 £ 0,02

Tabela 1- Resultados de diametro médio, indice de polidispersao, potencial zeta e pH
das nano emulsdes contendo B-cariofileno.

Alguns estudos demonstram que estratégias para aumentar a estabilidade,
entrega e absor¢ao do BCP, aumentam a concentragao plasmatica do farmaco (LIU
et al., 2013; SANTOS et al.,, 2018; HE et al., 2018) e por consequéncia a
biodisponibilidade, partindo desse pressuposto comparamos o efeito do BCP livre em
6leo com uma formulagdo nano-emulsificada de BCP. Inicialmente comparamos o
efeito da dose de 100 mg/kg de BCP livre com as doses de 10, 50 e 100 mg/kg da
nanoemulsdo. Os tratamentos com OXA, BCP livre ou nanoemulsado de BCP foram

iniciados concomitantemente no dia O (protocolo preventivo).

Os resultados demonstram que os grupos tratados com BCP livre e as
diferentes doses da nanoemulsdo de BCP apresentaram efeito antinociceptivo,
prevenindo o surgimento da hiperalgesia mecénica (Fig. 6A) e térmica ao frio (Fig.
6B), o efeito observado com as nanoemulsdes nas diferentes doses foi semelhante
ao BCP livre na dose de 100/mg/kg. possivelmente, a nanoemulsao de BCP melhora
sua biodisponibilidade oral, dado que em doses menores, como 10 mg/kg, a

nanoemulsdo atinge eficacia antinociceptiva semelhante ao BCP livre em 100 mg/kg.
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Figura Suplementar 1. Avaliagdo da atividade antinociceptiva de uma formulagao de
BCP em nanoemulsdo em modelo de NIOX (protocolo preventivo). Camundongos Swiss
fémea foram tratados a partir do dia 0 com OXA (5 mg/kg, i.p, 48/48h), nanoemulsao de BCP
(10, 50 e 100 mg/kg, v.o, 1x/dia) ou BCP livre (100 mg/kg, v.0, 1x/dia) durante 14 dias, o grupo
controle recebeu veiculo. A avaliagao da nocicepcdo mecanica foi realizada através do teste
de von Frey (A) no dia subsequente a uma nova dose de OXA e a nocicepgao ao frio através
do teste da placa fria (B), foi realizado nos dias 6, 10 e 14. # indica diferenca estatistica quando
comparados ao grupo controle; * indica diferenga do grupo OXA (ANOVA de 2 vias, post hoc
de Bonferroni; p<0,05; n= 6/grupo).
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