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RESUMO

A oxaliplatina (OXL) ¢ um agente antineopldsico considerada como primeira linha de
tratamento do cancer colorretal metastatico, contudo apresenta como efeito dose-limitante a
neurotoxicidade, caracterizada por alteracdes sensoriais, déficits cognitivos e disfungdes
motoras. Tais efeitos prejudicam tanto a qualidade de vida do paciente bem como a eficacia
do tratamento. Enquanto que os sintomas sensitivos sdo bastante explorados na pesquisa
cientifica, ainda ha poucos estudos e baixo interesse nas pesquisas acerca do
comprometimento motor induzido pela OXL, além da deficiéncia de modelos animais
eficazes que possibilitam a avaliagdo das disfungdes motoras. Nessa perspectiva, este estudo
tem como objetivo avaliar as disfungdes motoras causadas pela neurotoxicidade da OXL em
camundongos com neuropatia periférica. A neuropatia periférica foi induzida nos
camundongos swiss machos a partir da administragdo da OXL na dose de 2mg/Kg, o qual foi
administrada 2x/semana por 4,5 semanas, totalizando 9 aplicagdes. Durante a indugdo da
neuropatia periférica, foram realizados semanalmente do dia 1 ao dia 28 o teste de campo
aberto para determinar a atividade exploratoria do animal, o teste da barra de equilibrio para
avaliar o equilibrio, a avaliagdo da marcha para determinar o indice funcional do nervo ciatico
(IFC) e o teste da forca de apreensdo e do tempo de suspensdo para avaliar a forca e a
resisténcia muscular. Apos o dia 28, foi realizada a coleta dos nervos ciaticos para a avaliacao
histopatologica e foi coletada também a medula para a avaliagdo do estresse oxidativo pela
determinagdo da Glutationa Reduzida (GSH) e do Malondialdeido (MDA). Referente aos
resultados encontrados, a partir do dia 14, a OXL reduziu tanto a atividade exploratoria no
teste de campo aberto como o IFC na avaliagdo da marcha, apesar de ndo ter afetado o
equilibrio dos animais no teste da barra de equilibrio. A partir do dia 7, foi observada uma
reducao da forca ¢ da resisténcia muscular dos animais tratados com a OXL. Referente a
analise histologica do nervo cidtico, a OXL aumentou o infiltrado leucocitario, a presencga de
vacuolos, a degeneragdo axonal e edema, corroborando com a disfuncao do ciatico encontrada
na avaliagdo da marcha. Dentre os mecanismos envolvidos nas alteracdes motoras pode-se
pode-se inferir que pode ser provocado pela propria lesdo nos nervos periféricos e que essa
lesdes podem decorrer do desequilibrio da atividade antioxidante/oxidante. Conclui-se que as
disfungdes/comprometimento motor podem ser provocadas pela neurotoxidade causada pela
oxaliplatina.

Palavras-chave: Oxaliplatina; Neuropatia; Disfungdo motora



ABSTRACT

Oxaliplatin (OXL) is an antineoplastic agent considered the first line of treatment for
metastatic colorectal cancer, however, it has neurotoxicity as a dose-limiting effect,
characterized by sensory changes, cognitive deficits and motor dysfunctions. Such effects
prejudice both the patient's quality of life and the effectiveness of treatment. Although sensory
symptoms are widely explored in scientific research, there are still few studies and little
interest in research on OXL-induced motor impairment. In addition to the lack of effective
animal models that allow the assessment of motor dysfunctions. In this perspective, this study
aims to evaluate the motor dysfunctions caused by the neurotoxicity of OXL in mice with
peripheral neuropathy. Peripheral neuropathy was induced in male Swiss mice from the
administration of OXL at a dose of 2mg/kg, which was administered twice a week for 4.5
weeks, totaling 9 applications. During the induction of peripheral neuropathy, the open field
test was performed weekly from day 1 to day 28 to determine the animal's exploratory
activity, the balance beam test to assess balance, gait assessment to determine the animal's
sciatic funcional index (SFI). and the apprehension strength and suspension time test to assess
muscle strength and endurance. After day 28, sciatic nerves were collected for
histopathological evaluation and the spinal cord was also collected for evaluation of oxidative
stress by determination of Reduced Glutathione (GSH) and Malondialdehyde (MDA).
Regarding the results found, from day 14, OXL reduced both exploratory activity in the open
field test and SFI in the gait assessment, despite not having affected the balance of the animals
in the balance bar test. From the 7th day onwards, a reduction in muscle strength and
endurance was observed in the animals treated with OXL. Regarding the histological analysis
of the sciatic nerve, OXL increased the leukocyte infiltrate, the presence of vacuoles, axonal
degeneration and edema, corroborating the sciatic dysfunction found in the gait assessment.
Among the mechanisms involved in these motor changes, oxidative stress can be highlighted,
as it was demonstrated that OXL caused an increase in MDA and a decrease in GSH both in
the sciatic nerve and in the spinal cord. Therefore, it can be concluded that the neurotoxicity
caused by OXL was responsible for causing a motor impairment in the animals treated with

this chemotherapy.

Keywords: Oxaliplatin; Neuropathy; Motor dysfunction
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1 INTRODUCAO

A Oxaliplatina ¢ um antineopldsico pertencente a classe das platinas de
terceira geragdao considerada como primeira linha no tratamento do cancer colorretal
metastatico, além de ser utilizada como adjuvante no tratamento do cancer colorretal,
cancer de pancreas, de estdmago, de pulmdo e dentre outros. Por ser um agente
alquilante, os metabdlitos desse quimioterapico formam ligagdes cruzadas inter e
intrafilamentosas com estruturas nucleofilicas presentes no DNA e em proteinas,
bloqueando o ciclo celular e ocasionando a apoptose das células neoplasicas. Apesar
dos seus beneficios terapéuticos, a oxaliplatina ocasiona diversos efeitos adversos, como
mielossupressdo, nefrotoxicidade, ototoxicidade, distirbios gastrointestinais e a
neurotoxicidade. Dentre esses efeitos, a neurotoxicidade se manifesta como a mais
desconfortante que prejudica a qualidade de vida dos pacientes, além de ndo apresentar
ainda uma intervencao terapéutica capaz de reduzir ou de prevenir as manifestagcdes
clinicas dessa condi¢do (SCAGLIOTTI, 2005; VALERIO, 2006; KIM, 2013).

Essa neurotoxicidade ¢ resultante dos efeitos deletérios da oxaliplatina tanto
nos ganglios da raiz dorsal dos neurdnios sensoriais como também nos neurdnios
motores, ocasionando a neuropatia periférica. Essa neuropatia ¢ manifestada por
hipersensibilidade dolorosa ao frio (principalmente nas maos, nos pés € na regiao
perioral), formigamentos, dorméncias, parestesias, disestesias, perda de sensibilidade ao
toque, as vibragdes e ataxia sensorial, além das manifestacdes motoras e cognitivas.
Apesar dos sintomas sensitivos causados pela oxaliplatina serem bem descritos na
literatura, alguns estudos ja evidenciaram o comprometimento motor no quadro clinico
do paciente tratado com esse antineopldsico. Esses sintomas motores sao graves e
incapacitantes tanto quanto os sintomas sensitivos, o qual ha relatos em que os pacientes
se tornam até paraplégicos, devido a deficiéncia motora induzida pela oxaliplatina
(LEONARD et al., 2004; GRIFFITH et al., 2017).

Apesar desse antineopladsico apresentar melhor eficacia no tratamento do
cancer colorretal, além de prolongar a expectativa de vida desses pacientes em cerca de
20 meses, seus efeitos adversos, especificamente a neurotoxicidade, acaba prejudicando
significativamente a qualidade de vida do paciente e, consequentemente, a eficacia
antineoplasica, pois as vezes ¢ necessario reduzir a dose, a frequéncia e o tempo de

infusdo da oxaliplatina ou mesmo interromper a quimioterapia por causa desses efeitos.
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Apesar da escassez de estudos, foi observado na literatura um comprometimento motor
consideravel provocado pela oxaliplatina tanto em modelos pré-clinicos quanto clinicos.

Contudo ainda ha poucos modelos animais ou técnicas capazes de avaliar
efetivamente essas disfun¢des motoras, comparado aos estudos relativos aos danos
sensitivos provocados pela oxaliplatina (AUTHIER, et al., 2009; BALAYSSAC, et al.,
2015). Aliado a isso, devido ao baixo interesse em estudos que avaliam essas disfungdes
motoras, 0s mecanismos envolvidos nessas alteragcdoes motoras oriundas da
neurotoxicidade desse quimioterapico ainda ndo foram elucidados e, portanto, a busca
por agentes terapéuticos para essa condicdo sdo quase inexistentes. Diante disso, esse
estudo tem como objetivo avaliar as disfungdes motoras associadas a neurotoxicidade

causada pela oxaliplatina em camundongos com neuropatia periférica..
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2 REFERENCIAL BIBLIOGRAFICO

2.1 Oxaliplatina

A oxaliplatina ¢ um quimioterapico antineopldsico derivada da 1,2-DACH
(diaminociclohexano)-Pt (platino) de terceira gera¢do utilizada como primeira linha de
tratamento do cancer colorretal metastitico ¢ como adjuvante no tratamento do cancer de
mama, de ovario, de pancreas, de estbmago e entre outros (SANOFI, 2003). A estrutura
quimica da oxaliplatina se assemelha a da cisplatina, diferindo apenas na substitui¢ao dos
grupos aminos por 1,2-diaminociclohexano, proporcionando dessa forma uma melhor eficacia

antitumoral comparado a cisplatina e & carboplatina (FOLTINOVA, 2008).

A introducdo da oxaliplatina nos esquemas quimioterapicos para o tratamento
adjuvante do cancer colorretal ¢ como 1* linha do cancer colorretal metastitico aumentou
significativamente a sobrevida dos pacientes acometidos com esse tipo de neoplasia.
Atualmente o cancer colorretal é considerado pelo Instituto Nacional de Cancer (INCA) o
segundo mais incidente tanto em homens como em mulheres no Brasil e mundialmente ¢ o

segundo mais incidente em homens e o terceiro em mulheres (INCA, 2020).

Figura 1 — Incidéncia do cancer colorretal no Brasil em 2020.
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Fonte: INCA, 2020.

A oxaliplatina estd incluida em diferentes esquemas terapéuticos para o
tratamento oncolégico, como FOLFOX/FLOX (5-fluorouracil, leucovorin e oxaliplatina),
FOLFOXIRI (5-fluorouracil, leucovorin, oxaliplatina e irinotecano), XELOX (capecitabina e
oxaliplatina), IROX (irinotecano e oxaliplatina) e FOLFOX associada a bevacizumabe.
Quando associada a 5-FU e FA (FOLFOX), a oxaliplatina ¢ administrada por via intravenosa

na dose de 85 mg/m? uma vez a cada 2 semanas ou 130 mg / m? por via intravenosa uma vez a
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cada 3 semanas (STEIN, ARNOLD, 2012; ABDEL-RAHMAN, 2014; CERCEK et al., 2018;
PATHAK et al., 2018).

A eficacia da oxaliplatina ¢ nitidamente observada através do aumento da
expectativa de vida dos pacientes diagnosticados com cancer colorretal de 6 meses para cerca
de 20 meses, quando associada a 5-fluorouracil e leucovorin. Além disso, a expectativa de
vida dos pacientes com cancer colorretal metastatico tende a aumentar de 16,7 para 22,6
meses ou de 25,8 para 29,8 meses quando a oxaliplatina ¢ associada ao regime terapéutico
com FOLFIRI (5-fluorouracil, leucovorin e irinotecano) ou FOLFIRI + bevacizumabe,

respectivamente (GOLDBERG, 2004; CREMOLINI, 2015).

Ap6s a sua administragdo, a oxaliplatina sofre uma reagdo nao enzimatica, em que
o grupo oxalato ¢ dissociado do antineoplasico na corrente sanguinea na presenga do ion
bicarbonato (HCO3") ou do dihidrogénio de fosfato ou acido fosforico (H2PO4), gerando, a
partir disso, compostos intermedidrios instaveis que serdo hidrolisados em metabolitos
altamente reativos, como monocloro, dicloro e diaquo 1,2-DACH-Pt, que irdo reagir

rapidamente com DNA e macromoléculas, como as proteinas (FOLTINOVA, 2008).

Figura 2 — Metabdlitos reativos da reagdo da oxaliplatina.
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Fonte: FOLTINOVA, 2008.

A oxaliplatina reage rapidamente na presenca de ions HCO3 ~ e H2PO4 -, formando produtos eletrofilicos
dicloro- , monocloro- e diaquo- DACH-platino, respectivamente.

Referente a farmacocinética, a oxaliplatina, apds a administragdo pela via
intravenosa, liga-se rapidamente a mais de 90% das proteinas plasmaticas, considerando uma
infusio de 2 horas de 130mg/m?, enquanto que a fragdo farmacologicamente ativa sofre
reagdes ndo-enzimaticas no plasma descritas anteriormente, formando compostos
intermediarios platinos responsaveis pelo efeito antitumoral. Os metabolitos platinos sdo
eliminados predominantemente pela via renal pelos quais 54% sdo eliminados em cinco dias
ap6s uma infusdo Unica de 2 horas. Mesmo que a sua eliminacdo seja predominantemente
renal, ndo ¢ necessario ajustar a dose da oxaliplatina em casos de insuficiéncia renal leve ou

moderada (CULY, 2000; FOLTINOVA, 2008).

O efeito antitumoral da oxaliplatina baseia-se na formacao de ligacdes cruzadas
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intra- e interfilamentosos entre os compostos intermedidrios platinos altamente eletrofilicos
com residuos nucleofilicos presentes no DNA, como a posicdo N7 e O6 da guanina, e nas
macromoléculas, como atomos de enxofre dos residuos de cisteina e/ou metionina, resultando
na inibicao da sintese e do reparo do DNA bem como prejudicando as fun¢des de enzimas,
receptores e proteinas, induzindo a célula tumoral, em ultima instancia, & apoptose
(WOYNAROWSKI, 2000). Estudos apontam que a melhor eficidcia antitumoral desse
quimioterapico frente aos outros analogos da platina, como a cisplatina e a carboplatina, esta
associada ao maior volume da por¢do diaminociclohexano, promovendo, dessa forma, um
perfil de distor¢do molecular bem diferente do promovido pelos outros analogos, o que
garante que a oxalipaltina seja utilizada no tratamento de linhagens tumorais resistentes a

cisplatina (ALCINDOR, 2011; SOULIE, 1997).

Figura 3 — Mecanismo de alquila¢ao da oxaliplatina.
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Fonte: Autoria propria.

A oxaliplatina, apos alcancar a circulagdo sanguinea, gera produtos eletrofilicos que

irdo interagir com o DNA ou macromoléculas, formando ligagdes cruzadas inter e

intrafilamentasas e, consequentemente, bloqueando a proliferacio da célula

neoplésica e induzindo a sua apoptose.

Além desse mecanismo convencional, estudos indicam que a oxaliplatina seja
capaz de induzir a morte celular imunogénica pelo qual € responsavel por aumentar a ativagao
e o recrutamento de células T citotoxicas, importantes na destruicdo das células tumorais
sobreviventes aos efeitos convencionais da oxaliplatina. Esse mecanismo imunogénico
baseia-se na liberacdo de antigenos tumorais e DAMPs (Padrdes moleculares associados a
danos) durante a destruicao da célula tumoral promovida pela oxaliplatina, essas moléculas de
sinalizagdo irdo ativar receptores especificos, dentre eles o TLR4 (Receptor Toll-4), expressos

nas APCs (células apresentadoras de antigenos) tornando-as aptas a ativar as células T

citotoxicas, iniciando assim a resposta imune adaptativa contra as células neoplésicas
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(TESNIERE, 2010; LEIPENG, 2015). Estudos in vivo indicam também a capacidade desse
quimioterapico de regular negativamente moléculas inibitdrias, como a PD1 e PDL2, tanto em
APCs como em células tumorais, evidenciando um outro potencial mecanismo que favorece a

ativagdo da resposta imune adaptativa (DEQIANG, 2020).

Figura 4 Mecanismo imunogénico da oxaliplatina
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Fonte: Adaptado de Stanleyson, 2014.

A oxaliplatina potencializa a resposta imune adaptativa contra as células tumorais por diferentes
mecanismos como mostra a figura acima. Inicia-se com a liberacdo de ATP extracelular e HMBG-1
por essas células mortas expostas a platina.

Os agentes platinos apresentam efeitos dose-limitantes bastante caracteristicos,
como a nefrotoxicidade, causada principalmente pela cisplatina; mielossupressdo, pela
carboplatina e a neurotoxicidade, pela oxaliplatina. Esses efeitos prejudicam a eficacia do

tratamento oncoldgico, pois as vezes € necessario reduzir a dose, aumentar o intervalo de
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administracdo ou mesmo suspender a quimioterapia a depender da gravidade do quadro

clinico do paciente.

A neurotoxicidade induzida pela oxaliplatina ¢ manifestada pelos pacientes como
uma neuropatia periférica, caracterizada por um conjunto de sintomas sensitivos € motores
reversiveis ou mesmo irreversiveis que reduz consideravelmente a qualidade de vida desses
pacientes. Além desse efeito dose-limitante, esse agente platino de 3° geragcdo pode causar
outros efeitos, como nduseas, vomitos, diarréia, mucosite e mielossupressao que, apesar de
ndo serem dose-limitantes, afetam também a sua condi¢do clinica, contudo apresentam
intervengoes terapéuticas capazes de atenuar tais efeitos. Em contrapartida, a neurotoxicidade,
além de ser o principal efeito colateral, apresenta maior dificuldade de manejo e de
prevenc¢ao, pois atualmente ainda ndo existe uma intervencao terapéutica realmente eficaz em

prevenir ou atenuar esse efeito (OUN, 2018).

2.2 Neurotoxicidade induzida por oxaliplatina

A neuropatia periférica induzida por quimioterapia ¢ uma condicdo clinica grave
ocasionada por farmacos citotoxicos, como os compostos platinos, taxanos, alcaldides de
vinca, inibidores de proteossoma e farmacos imunomoduladores, que geram nos neurdnios
sensitivos € motores danos (neurotoxicidade) que podem ser reversiveis ou até mesmo
irreversiveis, a depender da dose, do tempo de exposi¢do e de fatores intrisecos ao paciente,
como polimorfismos e comorbidades. Dentre os farmacos que comprometem o sistema
nervoso periférico e central, destaca-se a oxaliplatina cuja neurotoxicidade se manifesta como
o efeito colateral mais proeminente e dose-limitante, sendo necessario, por causa do quadro
neuropatico grave, reduzir a dose, prolongar o intervalo de administracdo ou até mesmo
suspender o quimioterdpico, prejudicando, dessa forma, a eficicia do tratamento oncologico,
principalmente do cancer colorretal metastatico, neoplasia que apresentava um péssimo
progndstico antes da inclusdo da oxaliplatina no esquema terapéutico de primeira linha
(YANG, 2021). Essa neurotoxicidade ¢ resultante dos efeitos deletérios da oxaliplatina tanto
nos ganglios da raiz dorsal dos neurdnios sensoriais como também nos neurdnios motores,
ocasionando a neuropatia periférica. Além disso, foi observado também que o oxalato
potencialmente estd envolvido no agravamento da alodinia ao frio, apesar dos mecanismos
ndo estarem totalmente esclarecidos, propde-se que seja responsavel pela liberacdo de
espécies reativas de oxigénio e que o mesmo contribui para o desenvolvimento mais precoce

da neuropatia, apesar de ndo ser essencial para essa condi¢dao ocorrer (PEREIRA et. al., 2018).
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2.2.1 Neuropatia sensitiva periférica

A neuropatia sensitiva periférica induzida por oxaliplatina (NPIO) pode ser
classificada em aguda ou cronica, havendo diferencas entre si no que diz respeito a incidéncia,
aos sintomas, a dura¢do, aos mecanismos patologicos e as outras caracteristicas clinicas.
Cerca de 85-96% dos pacientes que utilizam esse quimioterapico manifestam a forma aguda
da NPIO, caracterizada principalmente pela hipersensibilidade ao frio que acomete os
membros extremos (maos e pés) e a regido perioral, e por vezes acompanhado também por
sintomas motores (contragcdes musculares prolongadas, espasmos tetanicos e fasciculacdes) e
pela dificuldade em deglutir, disestesias e parestesias. Esses efeitos tendem a aparecer poucas
horas ap6s a administragdo do farmaco e podem perdurar por até 7 dias (GROLLEAU, 2001;
EWERTZ, 2015; HAN, 2016).

O principal mecanismo proposto desencadeador desses sintomas agudos ¢ a
canalopatia, ou seja, disfungdes dos canais i0nicos, principalmente o de Na+ ativado por
voltagem, presentes nos neurdnios sensoriais dos ganglios da raiz dorsal (DRG), o qual o
oxalato (metabolito gerado pela dissociagdo da oxaliplatina) esta envolvido, promovendo um
quadro de hiperexcitabilidade neuronal (LEHKY, 2004; ALBERTI, 2020). Dependendo da
intensidade dos sinais e sintomas agudos da NPIO, bem como da dose cumulativa e da propria

susceptibilidade, o paciente pode progredir para a forma cronica da neuropatia.

A forma cronica da NPIO geralmente ocorre quando as doses cumulativas
excedem 780-850 mg/m?> com incidéncia de 40-93%, caracterizada por sintomas, como
dorméncias, alteracdes na sensacdo e na propriocepg¢ao, prejudicando a qualidade de vida dos
pacientes durante meses ou até mesmo anos e, em alguns casos, tais alteracdes permanecem
durante toda a vida. Estudos apontam que a mitotoxicidade (dano mitocondrial), morte de
neurdnios sensoriais, ativagdo da glia e neuroinflamac¢ao sao alguns mecanismos envolvidos
na manutencdo cronica do quadro neuropatico (BEIJERS, 2014; PACHMAN, 2015;
GRIFFITH, 2017). Diante disso, observa-se que os mecanismos envolvidos na NPIO aguda e
cronica divergem entre si, enquanto que na forma aguda ¢ desencadeada por disfuncdes em
canais i0nicos, na forma cronica também esta associada ao dano nuclear, dano mitocondrial

induzido por estresse oxidativo e neuroinflamac¢do (LEHKY, 2004; ALBERTI, 2020).

Dentre os mecanismos envolvidos na hiperalgesia ao frio induzida pela
oxaliplatina, destaca-se a canalopatia, caracterizada por alteracdes na atividade dos canais

ionicos dependentes de voltagem, como canais de Na*, de K" e de Ca*?, e dependentes de
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ligantes, como os TRPs (Canais de Receptores de Potencial Transientes). E reconhecido que
tanto a oxaliplatina como o seu metabdlito oxalato, considerado agente quelante do ion célcio,
afetam os potenciais de membrana dos neuronios sensoriais do DRG, através do atraso na
inativa¢do dos canais de Na", prolongando o tempo de abertura dos mesmos e promovendo
uma hiperexcitabilidade desses neurdnios. Esse estado de hiperexcitabilidade ¢ interpretado e
manifestado pelo paciente como uma hipersensibilidade ao frio, efeito colateral bastante
caracteristico da fase aguda na NPIO, mas que também pode permanecer durante a fase
cronica, nessa fase com caracteristicas algicas (SITTL, 2012; AVAN, 2015). O envolvimento
dos canais de Na' fica evidente quando esses sintomas sdo aliviados apds a administra¢do de
bloqueadores desses canais, como lidocaina, carbamazepina e mexiletina (EGASHIRA, 2010;

DEUIS, 2013).

Os canais de K" desempenham um papel importante na regulagdo da transmissdo
nociceptiva e na excitabilidade dos neurdnios sensoriais. Os canais de K™ TREK-1 (Canal de
K" relacionado ao TWIK1) e TRAAK (Canal de K da subfamilia K membro 4), importantes
na hiperpolarizagdo da membrana neuronal, tem sua expressdo reduzida nos neurdnios
ganglionares da raiz dorsal de roedores tratados com oxaliplatina, enquanto que a expressao
dos canais de K" pro-excitatorios, como os ativados por hiperpolarizagdio (HCNs), ¢é
aumentada. Tais alteracdes promovidas por esse agente platino contribuem na manutengao de
estado de hiperexcitabilidade dos nociceptores (LAINEZ, 2019). Estudos pré-clinicos e
clinicos demonstraram que a administracdo de riluzol (ativador de TREK-1 ¢ TRAAK) foi
capaz de aliviar as alteragdes motoras e sensoriais induzidas pela oxaliplatina, mostrando o
envolvimento desses canais na condicdo neuropdtica bem como um promissor alvo
terapéutico, considerando que o mesmo ndo interferiu na atividade antiproliferativa do

quimioterépico (STAROBOVA, 2017; POUPON, 2018; KERCKHOVE, 2019).

Foi observado também que a administracdo aguda de oxaliplatina foi responsavel
por reduzir as correntes dos Canais de Ca™ tipo L-, T- e P/Q, enquanto que a administragio
cronica foi capaz de aumentar tanto as correntes dos Canais de Ca'? tipo L- e T- como

também a expressao das suas proteinas nos neuroénios dos GRD (SCHMITT, 2018).

A superfamilia dos Receptores de Potencial Transientes (TRPs) € classificada em
6 subfamilias com base em sua homologia nas sequéncias de aminoacidos. Esses receptores
desempenham diversas funcdes celulares, principalmente nas vias que dependem do influxo

de célcio, como exemplo a reposi¢ao dos estoques desse ion, modulacdo do ciclo celular e a
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transmissdo nociceptiva.

Os receptores, como os TRPA1, TRPC6, TRPMS8 e TRPV1, estdo expressos em
diversas regides da via ascendente da dor, como nos ganglios da raiz dorsal (DRG), nas
terminacdes nervosas livres, nas células da glia e ao longo do neurénio aferente primario,
estando envolvidos diretamente ou indiretamente na transducdo do estimulo nocivo em
potenciais de acdo, portanto cooperando com a transmissdo nociceptiva, além de estarem
envolvidos também na hipersensibilidade prolongada aos estimulos térmicos, mecanicos e
quimicos. Diversos estimulos sdo capazes de ativar esses canais, entre eles os estimulos
mecanicos e térmicos, além das substancias quimicas enddgenas, como prostaglandinas,
histamina, espécies reativas de oxigénio, e exdgenas, como o mentol e a capsaicina, tornando-
os alvos importantes na transmissao nociceptiva, considerando a importancia do ion calcio na

etiologia da dor (WU, 2010).

Dentre esses TRPs, destaca-se os TRPM8 e TRPA1 envolvidos na hiperalgesia ao
frio. Os TRPA1 (Receptores de Potencial Transientes Anquirina 1) sdo ativados pelo frio
nocivo (<18°C) e também por estimulos mecanicos, além de desempenharem um papel chave
na regulagdo da inflamagdo neurogénica, por sua importancia no estresse oxidativo, além de
serem ativados por mediadores inflamatdrios, como as prostaglandinas e a bradicinina.
Portanto o TRPA1 torna-se um importante componente na transmissao nociceptiva, pois
muitos quimioterapicos, incluindo a oxaliplatina, sdo responsaveis por induzir o estresse
oxidativo tanto nas células neopldsicas como também em células sauddveis, como os

neurdnios periféricos.

Foi observado em estudos que a oxaliplatina ¢ capaz de sensibilizar e ativar os
TRPAI indiretamente, através da inibicdo enzimatica da Prolil Hidroxilase e também da
oxidacdo dos residuos de cisteina pelo perdxido de hidrogénio, produzido rapidamente por
esse quimioterapico, permitindo a transducdo desses sinais em sensibilidade ao frio

(HINMAN, 2006; MACPHERSON, 2007; NASSINI, 2013).
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Figura 5 — Sensibilizagao e ativacdo dos TRPA1 causada pela oxaliplatina.
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Fonte: Nakagawa, 2017.

Observa-se o papel da Prolil-hidroxilase (PHD) na hidroxilagdo dos residuos de
prolina, alterando a conformag@o do TRPA1 para um estado de inatividade. O
oxalato gerado pela oxaliplatina promove a ativacdo e a sensibilizagdo desse
canal, através da inibi¢do da PHD como também pela producdo de espécies
reativas de oxigénio, como sendo um dos mecanismos envolvidos na
hipersensibilidade ao frio.

O canal TRPMS, por sua vez, pertence a subfamilia melastatina e desempenha um
papel importante na percepgao do frio inécuo (8°-25°C), além de serem ativados por agentes
quimicos naturais e sintéticos, como o mentol, eucaliptol e icilina. Apesar dos mecanismos
envolvidos ainda serem controversos, alguns estudos evidenciaram sua participagdo na dor
neuropatica induzida por oxaliplatina, esta responsavel por aumentar a expressao tanto desse
transportador em fibras de médio porte como também do RNAm de TRPMS8 em neurdnios de
DRG em camundongos com hiperalgesia ao frio, este ultimo mediado pela translocagdo
nuclear do NFAT (Fator Nuclear de Ativagdo de Células T) (GAUCHAN, 2009;
KAWASHIRI, 2012).

Outro mecanismo envolvido na neurotoxicidade da oxaliplatina estd associada ao
seu acumulo nos neurénios DRG, favorecendo a formacao de aductos DNA-Platino tanto das
mitocondrias como do DNA nuclear desses tecidos, desencadeando a mitotoxicidade, estresse
oxidativo e neuroinflamagdo (ZHENG, 2011; CAROZZI, 2015). O actumulo desse
quimioterapico nesses tecidos ¢ devido a fatores, como a auséncia de uma barreira entre a
circulacao sanguinea ¢ o neuronio e a presenca de capilares fenestrados, além da presenca de

transportadores responsaveis por mediar o transporte até esses tecidos, dentre eles, destacam-
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se os transportadores de cations organicos (OCTs) e os transportadores de cobre (CTRs).
Estudos apontam que o OCT2 e o CTRI estdo envolvidos no transporte da OXL, pois
camundongos knockout para OCT2 apresentaram menor sensibilidade ao frio e estimulagao
mecanica comparado aos camundongos WT. Enquanto que a suprarregualagdo desses

trasportadores nos neurdnios DRG promoveu maior agravo da neuropatia (SPROWL, 2013).

Figura 6 — Superexpressio dos TRPMS pela oxaliplatina via Ca *? tipo L/NFAT.
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Fonte: Autoria propria.

A oxaliplatina bem como o seu metabdlito, oxalato, ocasionam disfungdes nos canais de Na® e de K*
ocasionando uma alteragdo no potencial de membrana. A partir disso, os canais de Ca*?, principalmente o tipo T,
sdo ativados, havendo o influxo desse fon. O aumento do Ca*? intracelular induz a ativagdo do fator nuclear das
células T ativadas (NFAT), o qual sera translocado até o nucleo, interagindo com seu promotor e aumentando a
expressao génica do RNAm TRPMS8. A superexpressdo desse transportador esta associado ao desenvolvimento
da hipersensibilidade ao frio.

J4

A partir do seu mecanismo citotoxico, a oxaliplatina ¢ capaz de promover a
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mitotoxicidade. O DNA mitocondrial ¢ bem mais susceptivel aos efeitos alquilantes do
quimioterdpico, uma vez que 0 mesmo nao apresenta sistemas de reparo como o DNA
nuclear. Aliado a isso, a oxaliplatina pode promover também efeitos citotoxicos nas
nitocondrias axonais, levando a uma falha energética dos neurénios DRG e posterior atrofia

desses tecidos, consequentemente (ZHENG, 2011; CAROZZI, 2015).

A neuroinflamagdo induzida por oxaliplatina estd envolvida no desenvolvimento
dos sintomas neuropaticos. Estudos apontam que tanto os receptores Toll-like 4 (TLR4)
presentes em macroéfagos bem como nas células T (Thl7 e Thl) estdo envolvidos na
inflamacao induzida pela oxaliplatina, e sao potencialmente responsaveis pela dor neuropatica

(MAKKER, 2017; STOJANOVSKA, 2018).

Foi observado que a oxaliplatina foi capaz de aumentar transitoriamente a
ativacdo tanto da microglia como dos astrocitos nas 4reas supraespinhais e na medula,
reduzindo os limiares de nocicepcdao aos estimulos térmicos e mecanicos em animais (DI
CESARE, 2014; JANES, 2015). Além disso, observou-se em estudos in vitro o potencial da
oxaliplatina em gerar danos em células de Schwann primarias, evidenciado pela reducdo da
proteina basica de mielina, ¢ a mesma foi capaz de induzir a perda de fibras nervosas

intraepidérmica e degeneracdo axonal em pacientes (IMAI, 2017).

A oxaliplatina induz a ativa¢do da via apoptdtica dos neurdnios DRG, através da
ativacao da fosfoproteina 38 (p38) e da quinase 1/2 regulada extracelular (ERK1 / 2), além de
reduzir a expressdao da proteina ativada por estresse quinase (JNK / Sapk) de forma a agravar

ainda mais o citotoxicidade a esses tecidos. (TA LE, 2006).

Figura 7 — Estresse oxidativo, mitotoxicidade e ativagdo da via apoptotica causada pela oxaliplatina.
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Fonte: Adaptado de Calls et. al., 2020.

Representacdo esquematica do estresse oxidativo, mitotoxicidade e ativacdo da via apoptotica
promovida pela oxaliplatina. Seja por difusdo passiva ou pelo transporte ativo pelos
transportadores OCT1, OCT2 e CTRI, a oxaliplatina entra dentro do neurdnio, onde ird
reagir com o DNA nuclear e mitocondrial, causando uma série de disfungdes celulares que
culmina em estresse oxidativo e, em ultima instancia, apoptose celular.

2.2.2 Disfung¢do motora associada a neurotoxicidade da oxaliplatina

As disfungdes motoras associadas a neurotoxicidade da oxaliplatina ainda sdo
pouco exploradas quando comparado aos sintomas sensitivos desencadeados por esse
quimioterapico, o qual ja se tem diversos estudos propondo e elucidando mecanismos
envolvidos e varios potenciais terapéuticos tem sido estudados, tanto na prevengcdo como no
tratamento dessa condi¢do. Em contrapartida, mesmo que os sintomas motores causados pela
oxaliplatina sejam menos proeminentes que os sensitivos, sabe-se que as alteragcdes motoras
podem se manifestar de forma tdo grave e incapacitante quanto (LEONARD, 2004; TALEB,
2017).

Na clinica, os pacientes em uso da oxaliplatina relatam alguns sintomas que estao
associados também ao comprometimento motor, como o aumento do risco de quedas,
bradicinesia, fraqueza muscular, caimbras, prejuizos na coordenacdo motora, no equilibrio e
na marcha e, em casos mais graves, fraqueza muscular generalizada, reducdo do reflexo
tendinoso profundo e paraplegia (LEONARD, 2004; TOFTHAGEN, 2012; TALEB, 2017).
Viarios métodos objetivos tem sido empregados para avaliar tais disfungdes na clinica, como a
observagao da marcha, teste de Romberg, Timed Up & Go e teste de forca de preensdo, além
de instrumentos com questionarios, como o Questionario de Dor McGill (MELZACK, 1975),
Escala de Dor Neuropatica (GALER, 1997), Avaliacdo da Escala de Neuropatia Periférica
(BRUNER, 2007), Escala para Neurotoxicidade de Longo Prazo Induzida por Quimioterapia
(OLDENBURG, 2006), Avaliacdo de Sinais e Sintomas Neuropaticos de Leeds (BENNETT,
2001), TNAS (MENDOZA, 2015) e entre outros. Além disso, métodos eletrofisiologicos
empregados na clinica evidenciaram que a oxaliplatina foi capaz de reduzir pela metade a
amplitude do nervo motor, além de gerar axonopatia e hiperexcitabilidade do nervo motor
(LEONARD, 2004; HILL, 2010). Contudo, mesmo com essas ferramentas, os sintomas
motores sdo geralmente negligenciados na neuropatia periférica induzida por oxaliplatina,
concentrando os estudos no comprometimento sensorial, mesmo sabendo que as alteragdes

motoras podem afetar significativamente a qualidade de vida dos pacientes e por vezes de
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forma irreversivel (LEONARD, 2004).

Referente aos estudos pré-clinicos, apesar de serem escassos, os resultados
mostram que a oxaliplatina reduziu significativamente a velocidade de condugdo do nervo
motor, regulou negativamente o marcador axonal neurofilamento-200 como também reduziu a
expressdo de neuregulina 1, o qual foi confirmado por testes eletrofisioldgicos e ensaios de
imunofluorescéncia e RT-PCR, respectivamente. Foi observado também hipomielinizagdo do
nervo cidtico que em parte pode estar associada a redug¢do dos niveis da proteina zero da
mielina (MPZ), esta importante na constituicdo da mielina dos nervos periféricos. Na
avalia¢do histopatologica do nervo cidtico, observou-se também desmielinizacdo das fibras

axonais (SPROWL, 2013; TSUTSUMI, 2014; TALEB, 2017).

Sabe-se que a perda da propriocepcao e da sensibilidade dos membros associado
ao comprometimento sensorial causada pela oxaliplatina podem prejudicar indiretamente as
fungdes motoras dos pacientes, contudo, a partir desses estudos clinicos e pré-clinicos,
observa-se que a oxaliplatina também prejudica diretamente o componente motor (WANG,
2020). Mesmo com os baixos esforcos em estudar os mecanismos envolvidos nessas
disfungdes motoras, alguns estudos propdem que o acumulo desse quimioterdpico nos
neurdnios motores esteja envolvido nas disfuncdes das fibras motoras e que, segundo os
estudos de SPROWL et. al. (2013), o principal transportador envolvido seja o OCT2.
Observou-se que a sua superexpressdo aumentou em 14 vezes o transporte desse
quimioterapico da jungdo neuromuscular para dentro do neurdénio motor pré-sinaptico, assim
como também a formagado de aducto de platina-DNA do nervo cidtico reforgando ainda mais o
mecanismo proposto (SPROWL et al, 2013). Fisiologicamente, o OCT2 estd expresso nos
terminais nervosos colinérgicos (terminais C) e nas placas terminais dos neur6nios motores
pré-sindpticos e € responsavel pela reciclagem da acetilcolina, neurotransmissor importante na
contracdo muscular (NAKATA, 2013). Outro mecanismo supostamente envolvido na
hiperexcitabilidade do nervo motor com contracdo muscular ¢ a quelacdo de ions calcio ou
outros ions divalente endogenos pelo agrupamento de saida oxalato, contudo mais estudos sao

necessarios para esclarecer melhor esse mecanismo (HILL, 2010).

A busca por um tratamento bem como prevencao da NPIO ¢ uma necessidade
urgente, considerando que atualmente ndo existe nenhuma medida terapéutica realmente
eficaz em tratar ou prevenir essa condicdo. Muitos estudos pré-clinicos e clinicos tem sido

direcionados na busca por potenciais terapéuticos no manejo dos sintomos sensoriais €, até¢ o
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momento, apenas a duloxetina ¢ considerada pela Sociedade Americana de Oncologia Clinica
(ASCO) como moderadamente recomendada para o tratamento da NPIO. Em contrapartida,
nenhuma intervengdo farmacolédgica especifica tem sido recomendada para a prevencao ou
tratamento das alteragdes motoras causadas pela oxaliplatina. Portanto, mesmo que as
pesquisas translacionais nessa area sejam consideradas urgentes e prioritarias pelo Comité de
Gestao de Sintomas e Qualidade de Vida Relacionada a Satde do Instituto Nacional do
Cancer, ainda ha muitas controvérsias envolvendo os diversos agentes testados para tratar ou
prevenir essa condi¢dao clinica, justamente devido a falta de evidéncias de alta qualidade

(POUPON, 2015; HU, 2019; BEIJERS, 2020).

Nesse contexto, os estudos pré-clinicos sdo necessarios para investigar
ferramentas farmacologicas com potencial terapéutico na clinica, porém para isso se faz
necessario realizar testes com reprodutibilidade que possam representar bem o contexto
clinico. Em relagdo aos modelos que avaliam a neuropatia periférica, muitos ja estdo bem
estabelecidos, como o teste de Von Frey, teste da acetona, teste de imersao da cauda e entre
outros. Em contrapartida, devido a falta de esfor¢os em estudos nessa vertente, poucos

modelos confidveis estdo disponiveis para avaliar o comprometimento motor em um modelo

de NPIO.

Referente aos critérios de avaliagdo e de diagndstico na clinica, atualmente nao
existe um protocolo amplamente aceito para o diagnostico da NPIO. Nesse contexto, realiza-
se um conjunto métodos para confirmar o diagnostico, como a avaliacdo clinica dos sinais e
sintomas, utilizacdo de testes sensoriais quantitativos (QST), avalia¢do eletrofisiologica e
aplicacdo de escalas, como Total Neuropathy Score (TNSc), o National Cancer Institute-
Common Toxicity Criteria (NCI-CTC) e Organizacao Europeia para Pesquisa e Tratamento
do Cancer (EORTC) QLQ-C30 (AARONSON, 1993; MERKIES, 2000; WOLF, 2012;
FERDOUSI, 2015; HEUVEL, 2019).

3. JUSTIFICATIVA

A oxaliplatina é um agente alquilante andlogo da platina de 3° geragdo,
considerada como primeira linha de tratamento do cancer colorretal metastatico, o segundo
tipo de cancer mais incidente no Brasil e no mundo, e como adjuvante no tratamento do
cancer de ovario, de estdbmago, pancreas e entre outros. A oxaliplatina ¢ responsavel por

prolongar a expectativa de vida dos pacientes em cerca de 20 meses e diferentemente dos
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analogos das geragdes passadas, como a cisplatina e a carboplatina, ela apresenta um perfil de
distor¢do do DNA bem diferente, tornando-a eficaz no tratamento de cancer resistentes a
esses analogos. Apesar da oxaliplatina apresentar menos efeitos colaterais, como a
mielossupressdao e nefrotoxicidade quando comparado a carboplatina e a cisplatina,
respectivamente; a neurotoxicidade ¢ o efeito dose-limitante mais proeminente e
incapacitante, portanto quando manifestado pelos pacientes, a depender da gravidade, ¢
necessario reduzir a dose, prolongar o intervalo de administragdo ou mesmo suspender o

medicamento, prejudicando a eficacia do tratamento antineoplasico.

Essa neurotoxicidade ¢ manifestada pelos pacientes principalmente por sintomas
sensitivos, como formigamentos, parestesias, perda da propriocepgao, hipersensibilidade ao
frio, dorméncia e entre outros. Contudo, apesar de raro, os pacientes também podem
manifestar sintomas motores associados a neurotoxicidade causada pela oxaliplatina, como
fraqueza muscular, bradicinesia, cdimbras, prejuizos na coordenacdo motora, no equilibrio e
na marcha e, em casos mais graves, fraqueza muscular generalizada, reducao do reflexo
tendinoso profundo e paraplegia. Portanto, mesmo que esses sintomas sejam menos relatados
que os sensitivos, quando manifestados podem reduzir significativamente a qualidade de vida

dos pacientes.

E notavel que os sintomas motores tém sido negligenciados na clinica e os
maiores esfor¢os tem se concentrado nos estudos acerca do comprometimento sensitivo. Além
disso, poucos estudos pré-clinicos se propdem a avaliar as disfungdes motoras induzidas por
oxaliplatina. E uma grande dificuldade encontrada ¢ a caréncia de modelos animais eficazes
em acompanhar a progressao dos sintomas motores em funcdo do tempo de administragdo do
quimioterapico. Consequentemente, ainda ndo se tem uma terapia farmacologica especifica e
realmente eficaz em prevenir ou reduzir o comprometimento motor dos pacientes

neuropaticos em uso da oxaliplatina.

E por fim, em contraste aos estudos acerca da neuropatia sensitiva, os mecanismos
envolvidos nas disfungdes motoras ainda sao desconhecidos e raros estudos elucidam de fato

0s mecanismos envolvidos.

O Laboratorio de Farmacologia da Inflamagdo e do Cancer (LAFICA) ja vem
desenvolvendo ao longo dos anos varios estudos, publicados e em producdo, acerca da
neuropatia sensitiva periférica induzida por oxaliplatina, e esta pesquisa, em especifico, se

propde a estudar uma outra vertente da neuropatia com enfoque nas disfungdes motoras
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causadas por essa neurotoxicidade, tendo em vista a escassez de estudos clinicos acerca do
envolvimento desse quimioterdpico no comprometimento motor bem como a caréncia de
modelos animais em estudos pré-clinicos que possibilitam a elucidacdo dos mecanismos
envolvidos como também a investigagdo de ferramentas farmacoldgicas com potencial

terapéutico.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Avaliar as disfungdes motoras associadas a neurotoxicidade causada pela

oxaliplatina em camundongos com neuropatia periférica.

4.2 Objetivos Especificos

Analisar o comportamento exploratério, como o numero de cruzamentos e de
levantamentos, no tempo de mobilidade e de imobilidade dos camundongos sob efeito
da oxaliplatina, por meio do teste de Campo Aberto.

Avaliar o Indice Funcional do Nervo Ciatico dos camundongos submetidos a
administracao da oxaliplatina, através da avaliagdo da marcha.

Estimar o efeito da oxaliplatina na forca e na resisténcia muscular dos camundongos,
através dos Testes de Forga de Apreensdo e do Tempo de Suspensao.

Avaliar o equilibrio dos camundongos sob a a¢do da oxaliplatina, através do teste da
Barra de Equilibrio.

Constatar a presenca de alteragdes neuromotoras estruturais ou teciduais, através da
avaliacdo dos nervos ciaticos, através de técnicas histopatologicas.

Avaliar o estresse oxidativo causado pela oxaliplatina no nervo ciatico e na medula em
camundongos, por meio da dosagem de GSH (Glutationa reduzida) e MDA
(Malondialdeido).
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 Consideracées Eticas

A manipulagdo dos animais foi realizada de acordo com as diretrizes estabelecidas
pelo CONCEA (Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal) e com a lei No
11.794, de 8 de outubro de 2008; o protocolo experimental foi submetido e aprovado pela

CEUA/UFC (Comissio de Etica em Utilizagdo de Animais) com processo sob No 36/17.

5.2 Animais

Foram utilizados 8 camundongos Swiss machos SPF (Specific Pathogen Free -
Livres de Patdégenos Especificos) para cada grupo (controle e oxaliplatina), pesando entre 25 a
30g, obtidos e mantidos no Biotério do NPDM (Nucleo de Pesquisa ¢ Desenvolvimento de
Medicamentos) em condi¢des laboratoriais altamente controladas de temperatura a 24°C+1 e
umidade entre 45-60% em um ciclo fixo de 12 horas claro/escuro com comida e agua a

vontade. Foram alojados quatro animais por caixa, totalizando oito animais (2 caixas) por

grupo.

5.3 Drogas

A Eloxatin® (Oxaliplatina, Sanofi-Aventis Farmacéutica Ltda) foi adquirida pela
Sanofi, enquanto que os outros compostos puros foram adquiridos da Sigma-Aldrich
Corporation (St. Louis, MO, EUA). O farmaco foi diluido no dia dos experimentos e
administrado por inje¢@o intravenosa, num volume de 0,1ml/10g de peso corporal. Os animais

do controle receberam o mesmo volume de solugdo glicosada estéril a 5% usada na dilui¢ao.

5.4 Local de Estudo
O estudo foi realizado no Laboratorio de Farmacologia da Inflamacdo e do Cancer
do Nucleo de Pesquisa e de Desenvolvimento de Medicamentos (NPDM). Os protocolos de

experimento comportamental foram realizados no Biotério do NDPM.
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5.5 Desenho Experimental

Figura 8 — Desenho experimental
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Fonte: Autoria propria.

Trata-se de um estudo experimental, o qual foi utilizado camundongos Swiss
machos. Inicialmente, foi realizada habituagdo e treinamento dos animais nos testes
experimentais, durante as duas semanas precedentes ao inicio do tratamento. No dia 0, foram
realizadas coletas dos valores basais dos testes comportamentais e motores dos grupos,
denominados controle e oxaliplatina. As administragdes da oxaliplatina foram iniciadas no dia
1 e finalizadas no dia 28, durante esse periodo foram realizadas duas vezes por semana (4,5
semanas) de acordo com o modelo estabelecido por nosso grupo.

Os testes experimentais foram realizados semanalmente nos dias seguintes a
administragdo da droga, sendo primeiramente realizados os testes comportamentais (Teste de
Campo Aberto, Teste da Barra de Equilibrio e Avaliacio da Marcha) e posteriormente os
testes de atividade motora (Teste de Forca de Apreensdo e Teste de Tempo de Suspensao).
Apos a realizacdo da ultima administragdo (Dia 28) e dos testes experimentais, os animais
foram anestesiados e eutanasiados por perfusdo intracardiaca com salina 0,9% seguida de

paraformaldeido para a coleta dos tecidos, e posterior analise histopatologica.
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5.6 Neuropatia periférica induzida por oxaliplatina

A neuropatia periférica foi induzida apenas no grupo da oxaliplatina. Neste grupo,
foram realizadas administracdes com oxaliplatina na dose de 2mg/kg, diluida em solucao
glicosada estéril a 5%, através da veia lateral da cauda dos camundongos 2x/semana (4,5
semanas, total de 9 aplicagdes), utilizando a agulha de calibre 0,45 x 13 mm em seringa de 1
ml. No grupo controle, foi realizada apenas a administracdo da soluc¢do glicosada estéril a 5%

na veia lateral da cauda dos camundongos (AZEVEDO et. al., 2013).

5.7 Avaliacao Comportamental

5.7.1 Teste de Campo Aberto

O teste foi realizado em um campo de acrilico (30X30X15 cm), dividido em 9
quadrantes com as mesmas propor¢des. Os animais foram colocados no centro do campo,
apds um minuto de exploracdo livre, foram avaliados durante 5 minutos. Os parametros
utilizados na avaliagdo da atividade exploratéria do camundongo foram: o tempo de
mobilidade e de imobilidade, o nimero de cruzamentos (passagem das 4 patas entre os
quadrantes) e o nimero de levantamentos (posic¢do vertical na qual o camundongo mantém as
duas patas traseiras apoiadas na superficie). O teste foi realizado em ambiente com o minimo

de ruido e iluminagao sob luz vermelha de 60W (ARCHER,1973).

5.7.2 Registro da Marcha

Nesse método foram utilizados tiras de papel branco A4 com dimensdes 28 cm de
comprimento e 5 cm de largura, as quais foram colocados em uma plataforma com passarela e
paredes elevadas para camundongos (LOWDON, DEADER & URBANIAK, 1988).
Realizou-se a imersao das patas traseiras dos camundongos em tinta guache a base de dgua de
cor preta e em seguida foram colocados na plataforma para o registro da marcha. Apos os
registros das marchas, as tiras de papéis foram secadas e posteriormente digitalizadas. Foi
utilizado o software Image J® para avaliar as imagens digitalizadas e os parametros avaliados
foram: a distancia entre o dedo médio da pegada e o calcanhar da pegada seguinte (TOF —
“Distance to Opposite Foot), comprimento da pegada (PL — “Print Length™), distancia entre
0 1° ao 5° dedo (TS - Total Spreading), a distancia entre o 2° ao 4° dedo (IT - Distance
between Intermediary Toes) da pata direita e esquerda. Esses parametros foram aplicados na

equacdo matematica adaptada de De Medinaceli para a obtengdo do Indice Funcional do
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Ciatico (IFC) (DE MEDINACELI, FREED & WYATT, 1982). Foi avaliado também o angulo
das passadas de cada camundongo, onde foi calculada a média dos angulos de duas passadas

consecutivas (FEATHER-SCUSSLER & FERGUSON, 2016).

Figura 9 — Andlise dos pardmetros no Imagel
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Equacio matematica de De Medinaceli:

(cTor o (wrs_aen) (65 ) (65 )y 10

Onde: ETOF (“Experimental to other foot”): Distancia ao pé oposto experimental.
NTOF (“Normal to other foot”): Distancia ao pé oposto normal.

NPL (“Normal print lenght”): Comprimento da pegada normal.

EPL (“Experimental print lenght”): Comprimento da pegada experimental.

ETS (“Experimental toe spread”): Espalhamento dos dedos experimental.

NTS (“Normal toe spread”): Espalhamento dos dedos normal.

EIS (“Experimental intermediary toe spread”): Espalhamento intermedidrio dos dedos
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experimental.

NIS (“Normal intermediate toe spread”): Espalhamento intermediario dos dedos normal.

A equagdo de De Medinaceli foi especificamente criada para modelos de
mononeuropatias. Entretanto ndo sendo adequada para avaliar modelos de polineuropatias
como a neuropatia diabética ou a por quimioterapia. Assim, foi feita uma modificagdo desta
equacao substituindo-se as medidas das pegadas da pata “normal” por medidas da pata em um
tempo basal, isto ¢, medidas realizadas antes da administracao da oxaliplatina (distancia basal,
comprimento basal, espalhamento basal). A medida experimentais foram correspondentes de
acordo com o dia de administragdo da oxaliplatina. Para cada parametro da equacao, foi

calculado a média da pata da esquerda e da direita de cada animal (MEDINACELI, 1982).

Equacio adaptada de De Medinaceli:

K(m - m)> ((cTB - m)> <(m - m)) ((m - m)>] 199
E—D N > — ¢ n il + — xX2.2x —
DPB CPE ETB EIB

Onde: DPB: Distancia ao pé oposto basal.

DPE: Distancia ao pé oposto experimental.

CPB: Comprimento da pegada basal.

CPE: Comprimento da pegada experimental.

ETE: Espalhamento total dos dedos experimental.

ETB: Espalhamento total dos dedos basal.

EIE: Espalhamento intermediario dos dedos experimental.

EIB: Espalhamento intermediario dos dedos basal.

5.7.3 Teste de Equilibrio em Barra

Neste experimento, o equilibrio dos camundongos foi avaliado, através de uma
plataforma de acrilico (20x5 cm) a 60 cm de altura, onde os animais foram posicionados
perpendicularmente e avaliado como pardmetro o nimero de quedas na plataforma. A
avaliacdo acabava quando o animal fazia o percurso completo (ida e volta) trés vezes.
Inicialmente os animais tinham escores de 20 pontos para cada percurso, totalizando 60
pontos para cada animal. Foram diminuidos 5 pontos para cada queda durante cada percurso,
e no final das trés voltas realizou-se a média dos escores obtidos em cada percurso (TALEB,

2016).
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5.8 Avaliacao da Atividade Motora

5.8.1 Teste de Forga de Apreensdo

Este teste avaliou a for¢a muscular dos animais em gramas, através de um
Medidor de For¢a de aderéncia ou apreensdao adaptado (através de uma grade de acrilico
adaptada a uma balanga digital) que mediu automaticamente a for¢a de apreensao das patas
dianteiras e traseiras. Os animais foram posicionados horizontalmente sob a grade acoplada a
balanca. Posteriormente a cauda dos animais foram tracionadas para tras de forma uniforme,
registrando em gramas o pico maximo da forca de apreensdo que o animal segurava a grade
com as quatro patas. As medidas registradas foram em triplicatas e correspondem a média dos
picos maximos que os animais passavam em isometria segurando a grade até a soltura

(KONDZIELA, 1964).

5.8.2 Teste do Tempo de Suspensdo

A resisténcia muscular dos animais foi avaliada em fun¢do do tempo em que os
camundongos permaneceram suspensos na malha de arame (KONDZIELA, 1964).
Inicialmente, os animais foram colocados individualmente no centro da malha com 43 cm?,
compostas por quadrados de 12 mm?. Em seguida, o crondmetro foi ativado e a malha de
arame posicionada de forma invertida a 60 cm da superficie com maravalha para

amortecimento das quedas. Com a queda dos animais era cessada a cronometragem.

5.9 Protocolo de Eutanasia

Ap0s a finalizagdo dos testes comportamentais e motores (a partir do dia 28), os
animais foram anestesiados com tribromoetanol 2,5% via intraperitoneal. Apds a perda dos
reflexos tateis e algicos, os animais foram submetidos a eutanasia, através da perfusdo
intracardiaca com 40 ml de solugdo salina 0,9% e 40 ml de paraformaldeido a 4% em 0,1M de

Salina Buffer Fosfato (PBS).

5.10 Coleta de tecidos para a analise histopatologica

Inicialmente foi realizada a eutanasia dos animais com anestesia em altas doses, a
partir de uma mistura de cetamina (100mg/kg) e xilazina (10mg/kg) via intraperitoneal, em
seguida, foi realizada a perfusdo intracardiaca com 40ml de solugdo salina e 40 ml de solugao
de paraformaldeido (PFA) a 4% em 0,1M salina buffer fosfato (PBS). Logo apods a perfusao,

os segmentos lombares (L4-L5) da medula espinhal e o nervo ciatico foram removidos.
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5.11 Histopatologia dos Nervos Ciaticos

Com o objetivo de avaliar as alteragdes microscOpicas neuromotoras, realizou-se a
coleta do nervo ciatico com a finalidade de identificar alteragdes estruturais e danos teciduais
nervosos. Os tecidos coletados foram imersos em Formaldeido Tamponado a 10% durante 24
horas para a fixagdo. Depois do periodo de fixagdo, os tecidos foram desidratados com Alcool
a 70%, e posteriormente parafinizados. Em seguida, os cortes foram realizados com
microtomo 4 pum, e por fim as laminas foram coradas com hematoxilina-eosina e analisadas

por microscopia optica.

5.12 Coleta de tecidos para testes antioxidantes

Para os testes antioxidantes, que avaliam o estresse oxidativo, foram realizados os
métodos de Grupos sulfidrilicos ndo protéicos e Malondialdeido. Nesse caso, apenas a salina
foi utilizada durante a perfusdo intracardiaca e as amostras dos segmentos lombares (L4-L5)
da medula espinhal e do nervo cidtico foram armazenadas em nitrogénio liquido
imediatamente apds a sua remocdo e mantidas congeladas em freezer a -80°C, até o momento

da utilizagao.

5.13 Avalia¢ao do estresse oxidativo

5.13.1 Determinacdo de Grupos sulfidrilicos nao protéicos (NP-SH)

As amostras (medula espinhal e os nervos cidticos) foram descongeladas e
homogeneizadas separadamente em ImL de solu¢do de 0,02M de EDTA para cada 100mg de
tecido, sob gelo. A partir do homogeneizado, foram retiradas aliquotas de 400ul e misturadas
em tubos de vidro com 320 pl de dgua destilada mais 80 pl de é4cido tricloroacético e em
seguida foram centrifugadas (3000g/15min a 4°C). Foram retiradas 400 pl do sobrenadante e
misturados com 800 pl de tampao Tris (0,4 M, pH 8,9) seguido da adi¢ao de 20 ul DTNB
(acido 2-nitrobenzoico) a 0,01 M. Apds 5 minutos, a absorbancia foi lida a 412 nm contra um
reagente branco (sem homogeneizado), onde a concentragdo dos niveis de NP-SH foi

registrado com pg/mg de tecido (SEDLAK; LINDSAY, 1968).

5.13.2 Determinacdo de Malondialdeido Ensaio (TBARS)
As amostras (medula espinhal e nervos ciaticos) foram descongeladas e

homogeneizadas separadamente. A partir do homogeneizado, foram retiradas aliquotas de 250
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ul e em seguida foi adicionado 1,5 ml de H3PO4 a 10% e 0,5 ml de é4cido tiobarbitirico a
0,6%, essa mistura foi aquecida em banho-maria (45 minutos). Apds o resfriamento, foi
adicionado a mistura, 2 ml de n-butanol, realizando-se em seguida a homogeneizacao e
centrifugacdo, depois, a camada de n-butanol sobrenadante foi coletada. A absorbancia foi
lida a 520 ¢ 535 nm onde foi determinada a densidade otica de n-butanol. A diferenga da
densidade otica entre os resultados sera calculada em relagdo ao valor da reagdo do acido

tiobarbitarico, onde a concentracao dos niveis de MDA sao expressos como nm/g de tecido.

(MIHARA e UCHIYAMA, 1978).

5.14 Analise Estatistica

Para determinar a normalidade dos resultados, foi realizado o teste de Shapiro-
Wilk. Para os resultados paramétricos, foram expressos como média + Erro Padrdo da Média
(EPM) a partir da analise de variancia (ANOVA) de duas vias e seguido dos testes de
multiplas comparagdes (post hoc) de Tukey e de Sidak, sendo os calculos realizados pelo
Software estatistico GraphPad Prism 6.0 (San Diego, CA, EUA). Foi considerada o valor de
p<0,05 para as diferengas significativas entre os grupos. Para os resultados ndo paramétricos,
foi realizado o teste de Wilcoxon para a andlise do teste da barra de equilibrio. Para a andlise

dos testes antioxidantes, foi realizado o teste T de Student.

6. RESULTADOS

6.1 Efeito da oxaliplatina no desempenho motor de camundongos submetidos a

neuropatia periférica no teste de campo aberto.

Com o intuito de avaliar a atividade exploratdria dos animais, foi realizado o teste
de campo aberto, o qual foram avaliados parametros como o numero de cruzamentos, de
levantamentos bem como o tempo de mobilidade e imobilidade.

Conforme apresentado no Grafico 1, observa-se que o grupo que recebeu a
oxaliplatina apresentou uma reducdo significativa do numero de cruzamentos a partir do dia
14 e persistiu até o dia 28 quando comparado ao grupo controle. Enquanto que no Gréfico 2,
nota-se uma reducao significativa do numero de levantamento no grupo da oxaliplatina que
inicia no dia 7 e persiste até o dia 28 quando comparado ao grupo controle.

No grafico 3 e 4, observa-se que os animais que receberam a oxaliplatina tendem

a permanecer por mais tempo parados a partir do dia 14 constatando uma diferenca
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significativa em relagdo ao grupo controle.

Grafico 1 - Efeito da oxaliplatina sobre o numero de cruzamentos no teste do campo aberto.
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Fonte: dados da pesquisa. Os valores sdo apresentados como média £ EPM do numero de cruzamentos tanto do
grupo controle como do grupo oxaliplatina nos dias experimentais 1 ao 28. *P < 0,05 versus grupo controle
(ANOVA de duas vias, pos-teste de Tukey).

Grafico 2 - Efeito da oxaliplatina sobre o nimero de levantamentos no teste do campo aberto.
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Fonte: dados da pesquisa. Os valores sdo apresentados como média = EPM do numero de levantamentos tanto do
grupo controle como do grupo oxaliplatina nos dias experimentais 1 ao 28. *P < 0,05 versus grupo controle
(ANOVA de duas vias, pos-teste de Tukey).

Grafico 3 - Efeito da oxaliplatina sobre o tempo de imobilidade no teste do campo aberto.
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Fonte: dados da pesquisa. Os valores sdo apresentados como média = EPM do tempo de imobilidade (s) tanto do
grupo controle como do grupo oxaliplatina nos dias experimentais 1 ao 28. *P < 0,05 versus grupo controle
(ANOVA de duas vias, pos-teste de Tukey).

Grafico 4 - Efeito da oxaliplatina sobre o tempo de mobilidade no teste do campo aberto.
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Fonte: dados da pesquisa. Os valores sdo apresentados como média + EPM do tempo de mobilidade (s) tanto do
grupo controle como do grupo oxaliplatina nos dias experimentais 1 ao 28. *P < 0,05 versus grupo controle
(ANOVA de duas vias, pos-teste de Tukey).

6.2 Efeito da oxaliplatina no indice funcional do nervo ciatico de camundongos

submetidos a neuropatia periférica no teste de registro da marcha.

Objetivando analisar o indice funcional do nervo ciatico dos animais em fungao
do tempo, foi realizado o registro das marchas, utilizando como pardmetros a distancia entre

as pegadas, comprimento da pegada e o espalhamento entre os dedos das patas traseiras. Esses
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valores foram aplicados na equagdo adaptada de De Medinaceli, obtendo-se o indice funcional
do nervo ciatico.

A partir dos graficos 5 e 6, pode-se observar que houve um comprometimento
significativo no grupo da oxaliplatina a patir do dia 14 em relagdo ao grupo controle. Esse
comprometimento permaneceu até o dia 28.

Referente ao grafico 7, o angulo entre as passadas dos animais do grupo
oxaliplatina reduziram significativamente em comparac¢ao ao grupo controle iniciando no dia

14 e permaneceu até o dia 28.

Grafico 5 - Efeito da oxaliplatina sobre o indice funcional do nervo ciatico no teste de registro

da marcha.

El CONTROLE
Bl OXALIPLATINA 2 MG

_ SFI MED
< 40
o
0
©
o 20+
(]
T
© O0-
c
o
[
-20- *%
'-':-, *% *
o
2
'g -40 T T T T T
= A N> > w®
0\?’ 0\?’ o\?’ o\?’ o\?’

Fonte: dados da pesquisa. Os valores sdo apresentados como média + EPM do indice funcional do nervo ciatico tanto do
grupo controle como do grupo oxaliplatina nos dias experimentais 0 ao 28. *P < 0,05 versus grupo controle (ANOVA de
duas vias, pos-teste de Sidak).
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Grafico 6 - Efeito da oxaliplatina sobre o indice funcional do nervo ciatico no teste de registro

da marcha.
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Fonte: dados da pesquisa. Os valores sdo apresentados como média = EPM do indice funcional do nervo ciatico tanto do
grupo controle como do grupo oxaliplatina nos dias experimentais 0 ao 28. *P < 0,05 versus grupo controle (ANOVA de
duas vias, pds-teste de Sidak).

Grafico 7 - Efeito da oxaliplatina sobre o angulo entre as passadas no teste de registro da

marcha.
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Fonte: dados da pesquisa. Os valores sdo apresentados como média + EPM do angulo das passadas tanto do grupo controle
como do grupo oxaliplatina nos dias experimentais 0 ao 28. *P < 0,05 versus grupo controle (ANOVA de duas vias, pos-teste
de Sidak).
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Figura 10 — Registro da marcha dos camundongos.
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Fonte: Autoria propria.

A marcha da esquerda corresponde ao animal do Grupo Controle e o da direito ao Grupo OXL.

Referente a figura 10, observa-se o padrao de pegadas do grupo controle (pegadas
da esquerda) e do grupo OXL (pegadas da direita). Percebe-se que os animais do grupo
oxaliplatina apresentam uma pegada arrastada e desalinhada, evidenciado pelo aumento do

comprimento da pegada.

6.3 Efeito da oxaliplatina no equilibrio de camundongos submetidos a neuropatia

periférica no teste da barra de equilibrio.

No sentido de avaliar o equilibrio dos animais, foi realizado o teste da barra de
equilibrio em que os parametros mensurados foram o numero de quedas e de deslizes, os
quais foram convertidos em escores. Conforme o Grafico 8, observa-se que ndo houve

diferenca significativa entre os grupos controle e oxaliplatina em nenhum dia.
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Grafico 8 - Efeito da oxaliplatina sobre o equilibrio dos camundongos submetidos a

neuropatia periférica.
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Fonte: dados da pesquisa. Os resultados sdo expressos como mediana de 8 animais por grupo e foram analisados pelo teste
de Wilcoxon. *P < 0,05 vs. grupo controle.

6.4 Efeito da oxaliplatina na forca e na resisténcia muscular de camundongos
submetidos a neuropatia periférica nos teste de forca de apreensao e do tempo de

suspensao.

Com o objetivo de avaliar a for¢a e a resisténcia muscular dos camundongos
submetidos a neuropatia periférica, foram realizados os testes de For¢a de Apreensdo e do
Tempo de Suspensao.

No Gréfico 9, nota-se que a forca de apreensdo do grupo oxaliplatina se manteve
ao longo do tratamento, enquanto que a for¢a do grupo controle aumentou do dia 7 ao dia 28.
Em relagdo a resisténcia muscular, foi observada no Grafico 10 uma redugdo significativa no
grupo da oxaliplatina quando comparado ao grupo controle, iniciando no Dia 7 e persistiu até

o Dia 28.
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Grafico 9 — Efeito da oxaliplatina sobre a for¢a de contragdo dos camundongos submetidos a

neuropatia periférica induzida por oxaliplatina.
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Fonte: dados da pesquisa. Os valores sdo apresentados como média + EPM da forga de apreensdo tanto do grupo controle
como do grupo oxaliplatina nos dias experimentais 0 ao 28. *P < 0,05 versus grupo controle (ANOVA de duas vias, pos-teste

de Sidak).

Grafico 10 - Efeito da oxaliplatina sobre a for¢a isométrica dos camundongos submetidos a

neuropatia periférica induzida por oxaliplatina.
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Fonte: dados da pesquisa. Os valores sdo apresentados como média + EPM do tempo de suspensdo tanto do grupo controle
como do grupo oxaliplatina nos dias experimentais 0 ao 28. *P < 0,05 versus grupo controle (ANOVA de duas vias, pos-teste

de Sidak).
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6.5 Avaliacao histopatologica dos nervos ciaticos de camundongos submetidos a

neuropatia periférica induzida por oxaliplatina.

Objetivando analisar as alteragdes microscopicas neuromotoras, realizou-se a
coleta dos tecidos, como o nervo ciatico, com a finalidade de identificar alteragdes estruturais
e danos teciduais nervosos.

A avaliagdo histopatologica dos cortes longitudinais de nervos cidticos mostra as
modificacdes causadas pela neuropatia periférica induzida por oxaliplatina. Observa-se nas
figuras 11 e 12 cortes de nervo cidtico do grupo controle com a presenga de fibras nervosas
longitudinais integras, onde se visualizam o axonio, bainha de mielina, nucleos arredondados
ou ovoides correspondendo as células de Schwann. Nas duas extremidades observam-se
trechos com fibras em corte transversal onde se vé axdnio mielinico. Ha nucleos fusiformes
sugestivos de fibrocitos do tecido conjuntivo do endoneuro. Em area focal, ha remanescente

de perineuro.

Figura 11 — Corte longitudinal do Nervo Ciatico no Grupo Controle. (HE, 200x)

Fonte: Autoria propria.
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Figura 12 - Corte longitudinal do Nervo Ciatico no Grupo Controle. (HE, 400x)

Fonte: Autoria propria.

Observa-se nas figuras 13 e 14 fibras nervosas longitudinais de nervo ciatico do
grupo tratado com oxaliplatina onde se visualizam axoOnio, bainha de mielina, nudcleos
arredondados ou ovoides correspondendo as células de Schwann, evidenciando
desorganizacdo das fibras nervosas com aparéncia palida. Em uma das extremidades,
observam-se fibras em corte transversal onde se vé axonio mielinico. Ha nucleos fusiformes
sugestivos de fibrocitos do tecido conjuntivo do endoneuro assim como no controle. Em area
focal, ha remanescente de perineuro. Em toda a extensdo da amostra, ha células inflamatorias
leucocitarias mistas com granuldcitos polimorfonucleares neutréfilos, inclusive dissociando as

fibras nervosas. Ademais, observa-se também uma area focal de edema.
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Figura 13 - Corte longitudinal do Nervo Ciatico no Grupo Oxaliplatina. (HE, 200x)

Fonte: Autoria propria.

Figura 14 - Corte longitudinal do Nervo Ciatico no Grupo Oxaliplatina. (HE, 400x)

Fonte: Autoria propria.

6.6 Efeitos da oxaliplatina no contetiido de glutationa (GSH) no nervo ciatico e na

medula de camundongos submetidos a neuropatia periférica.

Com o intuito de avaliar o estresse oxidativo tanto na medula como no nervo
ciatico, realizou-se a determinagdo dos niveis de glutationa reduzida nesses tecidos. Observa-
se tanto no Grafico 11 bem como no Grafico 12 que a oxaliplatina foi capaz de aumentar o
consumo de GSH em ambos os tecidos analisados, sendo possivel notar também que esse

consumo foi bem mais intenso no nervo ciatico (Grafico 12).
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Grafico 11 - Niveis de glutationa reduzida na medula de camundongos submetidos a

neuroatia periférica induzida por oxaliplatina.
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Teor de glutationa reduzida (GSH) na medula. Os valores numéricos representam a Média (s) = E.P.M. *P < 0,05 versus

grupo controle (Teste T de Student).

Grafico 12 - Niveis de glutationa reduzida no nervo ciatico de camundongos submetidos a

neuropatia periférica induzida por oxaliplatina.
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Teor de glutationa reduzida (GSH) no nervo ciatico. Os valores numéricos representam a Média (s) + E.P.M. *P < 0,05
versus grupo controle (Teste T de Student).

6.7 Efeitos da oxaliplatina sobre a peroxidacdo de lipidios (ensaio TBARS) na

medula e no nervo ciatico de camundongos submetidos a neruopatia periférica.

Com o intuito de avaliar a peroxidagdo lipidica associada ao estresse oxidativo
tanto na medula como no nervo ciatico, realizou-se a determinacao de malondialdeido (mg/g)
nesses tecidos. Conforme o grafico 13 e 14, € possivel afirmar que a oxaliplatina foi capaz de

aumentar esse marcador em ambos os tecidos analisados com diferenga significativa em



54
relacdo ao grupo controle.

Grafico 13 - Niveis de malondialdeido no ensaio TBARS na medula de camundongos

submetidos a neuropatia periférica induzida por oxaliplatina.
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Teor de malondialdeido (MDA) na medula. Os valores numéricos representam a Média (s) = E.P.M. *P < 0,05 versus grupo
controle (Teste T de Student).

Grafico 14 - Niveis de malondialdeido no ensaio TBARS no nervo ciatico de camundongos

submetidos a neuropatia periférica induzida por oxaliplatina.
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Teor de malondialdeido (MDA) no nervo ciatico. Os valores numéricos representam a Média (s) + E.P.M. *P < 0,05 versus
grupo controle (Teste T de Student).
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7. DISCUSSAO

A oxaliplatina, analogo da platina de terceira geragdo, ¢ um quimioterapico
antineopldsico considerada como primeira linha de tratamento do cancer colorretal
metastatico e como adjuvante no tratamento do cancer colorretal, de mama, de ovario, de
estomago e dentre outros. Apesar dos seus beneficios clinicos em prolongar a sobrevida dos
pacientes, a neurotoxicidade causada por esse quimioterapico torna-se limitante em alguns
tratamentos, prejudicando dessa forma a eficidcia antineopldsica. Essa neurotoxicidade
induzida pela oxaliplatina é manifestada nos pacientes como uma neuropatia periférica, sendo
os sintomas sensitivos, como hipersensibilidade ao frio, parestesias e disestesias, os mais
proeminentes. Contudo, mesmo sendo pouco explorado, alguns estudos apontam a influéncia
da oxaliplatina nas alteragdes motoras, todavia os mecanismos envolvidos ainda sdo
desconhecidos e poucos estudos se propde a elucida-los (SCAGLIOTTI, 2005; VALERIO,
2006; KIM, 2013).

Dessa forma, o presente estudo buscou estudar mais detalhadamente as alteragdes
motoras causadas pela neurotoxicidade da oxaliplatina em camundongos. Para isso, foi
utilizado o protocolo de induc¢do da neuropatia sensitiva periférica induzida por oxaliplatina
de acordo com os estudos de Azevedo et al. (2013) desenvolvido no LAFICA. Buscou-se
analisar se esse mesmo modelo que induz a neuropatia sensitiva, também possibilitaria
estudar alteracdes ou disfuncdes motoras, pois ja ¢ um modelo bem estabelecido na literatura.
Neste estudo foram realizados testes comportamentais, bioquimicos e histopatologicos para

avaliar as alteracdes motoras causadas pela oxaliplatina em camundongos.

Primeiramente, foi investigado no teste de campo aberto a influéncia da OXL na
capacidade motora, no comportamento exploratorio dos animais. Neste estudo, foi observado
que os animais tratados com oxaliplatina apresentaram um comportamento exploratorio
reduzido, o qual foi observado a partir da reducdo do niimero de levatamentos e de
cruzamentos entre os quadrantes, além do aumento do tempo de imobilidade. Tais resultados
sugerem que a reducdo da atividade exploratéria do animal esta atrelado tanto ao quadro de

dor neuropética como também a reducdo da capacidade motora.

Estudos eletrofisioldgicos apontam que a OXL ¢ responsavel por reduzir tanto a
velocidade de condu¢do do nervo cidtico como também o MUNE (Numero estimado de
unidades motoras) e CMAP (Potencial de agdo muscular composto), parametros importantes

na avalia¢do da for¢a muscular, portanto isso pode possivelmente explicar, porque o animais
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submetidos a esse teste apresentam uma reducdo na exploracdo associada provavelmente a
uma perda na conducdo do estimulo motor (KRIZ, 2000; GOOCH, 2000; SHEFNER, 2003;
TALEB, 2017).

Vale ressaltar ainda que o proprio quadro de dor neuropatica influencia
diretamente na atividade exploratéria do animal, em que estes tendem a apresentar um
comportamento mais recluso quando sdo submetidos a dor cronica, como foi observado nos
estudos de Lees et. al. (2021). As parestesias e a alodinia mecanica bem como a perda da
propriocep¢do, sintomas presentes na neuropatia periférica, induzem uma inibi¢ao
comportamental, uma vez que pequenos movimentos ou toques sdo interpretados como um
sinal nociceptivo de modo que o animal se condiciona a permanecer grande parte do tempo
imével (FEATHER, 2018; LEES, 2021). Portanto, fraqueza muscular, fadiga e alteragdes na
propriocep¢ao ¢ o quadro de dor cronica contribuem na reducdo do comportamento

exploratorio do animal observado no teste de campo aberto.

No teste da barra de equilibrio, foi observado que os danos causados pela
oxaliplatina ndo foram suficientes para causar alteragdes no equilibrio dos animais de modo
que os resultados obtidos tanto no grupo controle como no grupo OXL foram parecidos, ou
seja, os animais de ambos os grupos conseguiram realizar o percurso com o minimo de
quedas. Outro teste utilizado para avaliar o desempenho motor ¢ o teste de Rota-Rod, o qual é
possivel também inferir a coordenacdo motora dos animais. De acordo com os estudos
realizados por Pereira et. al. (2019), os resultados alcangados ndo apresentaram diferenca
significativa entre os animais do grupo da OXL e do grupo controle no teste de rota rod, ou
seja, a OXL ndo causou alteragcdes no desempenho motor dos camundongos (PEREIRA,

2019; LEES, 2021).

Contudo, ¢ possivel que o teste de rota-rod ndo tenha sensibilidade metodologica
adequada para detectar alteragdes sutis no equilibrio dos camundongos assim como foi
observado no estudo realizado por Lees e colaboradores (LEES, 2021). Em contrapartida, de
acordo com os resultados encontrados por Taleb et. al. (2017), foi possivel detectar alteragdes
na coordenagdo motora causadas pela OXL no teste da barra de equilibrio. Essa divergéncia
entre os resultados do atual estudo com os do Taleb et. al. (2017) pode ser explicada pelas
diferencas metodoldgicas no mesmo teste, como espessura € comprimento da barra, dose da
OXL e os animais utilizados, influenciando diretamente na sensibilidade metodolégica. No
teste realizado por Taleb, foram utilizados ratos (Sprague Dawley) o qual a dose da OXL

adiministrada foi de 4 mg/Kg (dose cumulativa de 32 mg/Kg), além de ser utilizada uma barra



57

com 1 metro de comprimento ¢ 3 cm de largura, enquanto que no nosso experimento foram
utilizados camundongos o qual a dose de OXL adiministrada foi de 2 mg/Kg (dose

cumulativa de 18 mg/Kg) e a barra utilizada tinha 80 cm de comprimento ¢ 5 cm de largura

(TALEB, 2017).

Portanto, essas diferencas encontradas influenciam diretamente na sensibilidade
metodoldgica, sendo necessario refinar o teste para que seja possivel detectar essas alteragdes
na coordenagdo motora dos animais, pois estudos clinicos apontam que os pacientes
submetidos a quimioterapia com oxaliplatina apresentam um maior risco de quedas, estando
relacionado também a perda do equilibrio (TOFTHAGEN, 2012). Ademais, vale salientar que
muitos fatores estdo envolvidos no aumento da incidéncia de quedas nesses pacientes, além da
propria alteracdo no equilibrio. Pode-se citar que a perda da bradicinesia, alteragdes na
marcha e a perda da propriocep¢ao também estao relacionadas. (PAPEL, 2021; ZAREI, 2022)
Tendo isso em vista, foram realizados testes que buscam avaliar a forga ¢ a resisténcia
muscular dos animais bem como alteragdes na marcha de modo a melhor representar as

manifestagdes clinicas encontradas nesses pacientes oncoldgicos.

Neste estudo, foi demonstrado num modelo de polineuropatia que a oxaliplatina
causa um prejuizo na atividade do nervo cidtico de forma que os animais que receberam o
quimioterapico apresentaram uma reducdo significativa tanto do indice funcional do nervo
ciatico como do angulo das passadas a partir do dia 14 até o dia 28. A partir dos estudos
realizados por DeMedinaceli, ¢ possivel determinar o IFC a partir da analise dos pardmetros
obtidos pelo registro das pegadas dos camundongos com neuropatia unilateral (DE

MEDINACELIL FREED & WYATT, 1982).

No presente estudo, foi necessario realizar uma adapta¢do da equagdo proposta
por DeMedinaceli, sendo possivel dessa forma observar a influéncia da OXL no nervo ciético,
através deste modelo adaptado. A equagdao de DeMedinaceli foi elaborada tendo como base
um modelo de mononeuropatia, através do esmagamento do nervo ciatico direito, enquanto
que o nervo ciatico esquerdo era considerado como pardmetro de controle do préprio animal.
Considerando que o modelo do atual estudo ¢ de polineuropatia, ou seja, ambos 0s nervos
cidticos estardo comprometidos pelo quimioterdpico, foi necessario utilizar como parametro
de controle os valores basais obtidos antes de inciar as administragdes da oxaliplatina, os
quais foram utilizados na nova equagdo adaptada (DE MEDINACELI, FREED & WYATT,
1982).

Dentre os possiveis mecanismos envolvidos, pode-se mencionar a
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hipomielinizagdo do nervo ciatico causada pela OXL. De acordo com os estudos de Tsutsumi
et. al. (2014), foi observado que a OXL reduziu os niveis da proteina basica da mielina no
nervo ciatico, principal proteina envolvida no processo de mielinizagdo dos nervos
periféricos, além de reduzir a razdo-g, parametro utilizado na avaliagdo da mielinizagdo tendo

como base a razdo entre o didmetro da fibra e do axonio. (TSUTSUMI, 2014)

Além da desmielinizagdo, foi demonstrado também que a OXL pode desencadear
eventos moleculares relacionados a hipoxia no microambiente do nervo cidtico, através do
aumento da expressdao do Fator Tecidual (FT) e, consequentemente, no aumento de fatores
induziveis por hipoxia (HIFs). O estresse oxidativo gerado pela OXL nesses tecidos
orquestram a via de ativacdo TLR-4-p38 que por sua vez promove a superexpressao de FT.
Tais eventos favorecem a expressdo de citocinas, como fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF) e metaloproteinases de matriz (MMPs), envolvidas na sensibilizacdo do

nervo cidtico (YANG, 2019).

A inducdo da apoptose dos neurdnios do nervo cidtico pela oxaliplatina constitui
outro potencial mecanismo que explica a disfungdo do cidtico observada a partir das
alteragdes na marcha dos animais, confirmada pela reducao do indice funcional do ciatico. De
acordo com Celik et. al. (2020), a OXL aumentou a expressdao de caspase-3 como também do
MAPKI14 no nervo cidtico, ocasionando a sua apoptose. Sabe-se que a apoptose ¢ um
processo de morte celular programada importante na manutengdo da homeostase celular que
depende principalmente da expressdo das caspases. A caspase-3 € responsavel por induzir a
apoptose de tecidos por intermédio da ativacao da caspase-8 e caspase-9 na presencga de sinais
pro-apoptdticos. Contudo quando se encontra disfuncional, desenvolve-se varios processos
patoldgicos. Nesse contexto, os danos gerados no nervo cidtico podem ser explicados em
parte pelo aumento da apoptose nesses tecidos, através da suprerregulacao da caspase-3 e do

seu ativador MAPK 14 mediado pela OXL (CELIK, 2020).

Diante disso, a hipomielinizagdo, o aumento da apoptose e a sensibiliza¢do
mediada por HIFs do nervo ciatico promovida pela OXL provavelmente estdo envolvidas na
reducdo da sua fung¢do, o qual foi observado na avaliacdo da marcha no presente estudo. Esses
resultados estdo de acordo com a realidade observada na clinica, em que os pacientes relatam
perda de equilibrio e alteragdes na marcha que contribuem consideravelmente para o aumento
do risco de quedas, contudo tais sintomas acabam sendo negligenciados na clinica (HILL,
2010; TOFTHAGEN, 2021). M¢étodos eletrofisioldgicos  constatam  também

hiperexcitabilidade de fibras motoras e perda axonal de neuronios sensitivos € motores nos
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pacientes em uso da OXL e que essa perda persiste mesmo apds a sua suspensao, ou seja,

possivelmente irreversivel (BURAKGAZI, 2011).

Além das alteracdes no indice funcional do nervo ciatico, observou-se também,
através dos testes da forca de apreensdo e do tempo de suspensdo, que a OXL foi capaz de
reduzir significativamente a resisténcia muscular e evitou o aumento da forga muscular dos
animais que receberam esse quimioterapico comparado ao grupo controle a partir do dia 7, e
tais efeitos persistiram até o dia 28. E interessante notar que esse sintoma motor apareceu
antes dos sintomas sensitivos avaliados através de testes comportamentais mecanicos €
térmicos observados no estudo de Pereira et. al. (2020) em que os sintomas sensitivos

apareceram a partir do dia 14.

O teste de forga de apreensdo tem como finalidade determinar a forga de
contracdo que o animal exerce sobre a plataforma quando ¢ tracionado para tras pela cauda,
sendo essa forga medida em gramas. Enquanto que o teste do tempo de suspensdo avalia a
resisténcia, em segundos, que o animal consegue permanecer agarrado a grade contra a
gravidade. A partir dos resultados obtidos, nota-se que a oxaliplatina evitou o ganho da forga
muscular, enquanto que no grupo controle o ganho da for¢ca muscular foi observado do dia 7
ao dia 28. Estudos realizados por Taleb et. al. (2017) observaram uma redugdo da forga

muscular no grupo da oxaliplatina a partir da segunda semana de tratamento (TALEB, 2017).

A perda da forca e da resisténcia muscular podem estar associadas tanto aos danos
diretos da oxaliplatina no musculo esquelético como também nos neurdnios motores que
inervam tais musculos. Referente a influéncia da OXL nos neurénios motores, estudos
eletrofisioldgicos mostram que o numero de unidades motoras, ou seja, o nimero de
neur6nios motores ou axonios que inervam o Unico musculo, foram significativamente
reduzidos apds o tratamento com a OXL (KRIZ, 2000; TALEB, 2017). Além disso, observou-
se também um prejuizo no CMAP, havendo uma maior duracdo e dispersao do potencial de
acdo e, consequentemente, influenciando na recuperacdo muscular (TALEB, 2017). Além
disso, o estudo realizado por Lees e colaboradores (2021) demonstraram que a OXL foi
responsavel por reduzir a massa do musculo sdleo, gastrocnémio e tibial anterior, portanto
reforgando a perda da forga e da resisténcia muscular encontrada em nossos estudos (LEES,
2021). E a pesquisa realizada por Makker et. al. (2020) ainda complementa que a OXL pode
exercer alteracdes agudas na excitabilidade do nervo motor e sensorial quando administrada

pela via intramuscular, ou seja, exercendo efeitos diretos nesses tecidos. (MAKKER, 2020)

Diante disso, a axonopatia, a atrofia muscular bem como a propria
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desmielinizagdo nervosa podem estar envolvidas no prejuizo desses parametros
eletrofisiologicos, ocasionando a redug¢do da conducdo nervosa e acarretando na fraqueza

muscular observada nesse estudo.

Ainda nesse contexto, esses efeitos podem ser explicados possivelmente pelo
acuimulo da OXL nos neur6nios motores, através do transportador OCT-2, o mesmo
envolvido no transporte desse quimioterapico para dentro dos DRGs, assim como foi
demonstrado nos estudos de Sprowl et. al. (2013). Os OCT-2 estdo expressos também nos
neurénios motores, desempenhando o papel de reciclar a acetilcolina na jungao
neuromuscular dos terminais nervosos colinérgicos (NAKATA, 2013). Desta forma, o
acimulo da OXL nos neur6nios motores possivelmente ¢ mediado por esse transportador,
desencadeando nesses tecidos hipomielinizagdo, axonopatia, mitotoxicidade e o proprio efeito
citotoxico do agente alquilante assim como ocorre em tecidos, como ganglios da raiz dorsal,

medula e ganglio trigeminal (SPROWL, 2013; TALEB, 2017; ROBERT, 2022).

Com o intuito de esclarecer e reforcar os resultados encontrados nos testes
comportamentais, foi realizada a avaliacdo histopatoldgica e bioquimica do nervo ciatico dos

animais tratados com OXL.

A partir da avaliacdo histopatologica desse tecido, foi possivel demonstrar que a
OXL foi responsavel por causar alteragdes estruturais no nervo ciatico, sendo evidenciada
pela presenca de fibras nervosas desorganizadas com células inflamatorias leucocitarias
mistas, incluindo granulédcitos polimorfonucleares neutrofilicos, além de apresentar area focal
com edema. Tais achados corraboram com os estudos de Celik et. al. (2020), o qual foi
observado também vacuolizacdes dos axonios, fibras nervosas irregulares e degeneragdes da

mielina, além do edema axonal (CELIK, 2020).

Como ja foi discutido, a OXL cria um microambiente inflamatdrio, através do
dano direto ao tecido pelo seu mecanismo alquilante ou por outras vias, como as relacionadas
a hipoxia, TLR-4 e o proprio estresse oxidativo, que favorece o recrutamento de células
leucocitarias, como foi observado anteriormente (CELIK, 2020). Além disso, estudos
anteriores demonstram que a axonopatia possa estar associada ao efeito da oxaliplatina na
reducdo da expressdo do neurofilamento 200 (NF200) nas fibras motoras do nervo ciatico. O
NF200 ¢ uma proteina importante na manutencdo da morfologia das células neuronais,
portanto a sua infrarregulacao causada pela OXL pode estar atrelada aos achados encontrados
na avaliacdo histopatoldgica, como fibras nervosas irregulares e degeneracdo da mielina

(MEYER, 2011; TALEB, 2017).
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Aliado a isso, a desmielinizagdo estd relacionada também a reducgdo da expressao
do gene neuregulina 1 (NRG1), um importante fator de regulagdo da mielinizacdo do sistema
nervoso periférico. De acordo com os estudos de Tsutsumi et. al. (2014), a OXL foi capaz de
reduzir quase 60% da expressdo desse gene no nervo ciatico (TSUTSUMI, 2014). Portanto,
diferentes mecanismos podem contribuir nas alteragdes histopatoldgicas causadas pela
oxaliplatina no nervo ciatico e que os achados encontrados nesse estudo sdo condizentes com

os estudos anteriores (MEYER, 2011; TSUTSUMI, 2014).

E bem estabelecido que um dos mecanismos envolvidos na neurotoxicidade da
oxaliplatina ¢ oriundo do estresse oxidativo causado pelo proprio efeito alquilante do
quimioterapico em tecidos, como na medula, nos ganglios da raiz dorsal e, como foi
observado nesse estudo, no nervo ciatico (DI CESARE, 2012; AZEVEDO, 2013; WASEEM,
2015; CELIK, 2020). Os resultados do presente estudo mostraram que a OXL reduziu os
niveis de GSH tanto na medula como no nervo ciatico, enquanto que os niveis de MDA foram

elevados nesses tecidos.

Sabe-se que o GSH, um antioxidante ndo-enzimatico, desempenha um papel como
fator enddgeno protetor do estresse oxidativo, evitando danos celulares e inibindo os efeitos
das espécies reativas de oxigénio. Enquanto que o MDA ¢ um importante marcador do
estresse oxidativo, por ser um dos produtos oriundos da peroxidacdo dos lipideos de
membranas das células do sistema nervoso, além de estar associado aos distirbios nas
mitocondrias. Nesse contexto, a exaustdo das moléculas antioxidantes causada pelo acimulo
excessivo de moléculas pré-oxidantes resultard no desequilibrio redox, desencadeando o

estresse oxidativo (SCHRADER, 2006; ARETI, 2014).

Esses achados estdo condizentes com os resultados obtidos por Imai et. al. (2017),
o qual demostrou que a OXL apresentou efeitos citotoxicos diretos acompanhados por
disfungdo mitocondrial as células de Schann, resultando provavelmente na instabilidade da
mielina e posterior desmielinizagdo, o qual foi refor¢ado pelos resultados obtidos na avaliagao
histopatologica (IMAI, 2017). Além das alteragdes observadas nas mitocOndrias, estudos
demonstram que a OXL também causa alteragdes no reticulo endoplasmaético (RE), devido ao
aumento da expressdo de genes, como ATF6 e IREI, envolvidos na inducdo do estresse
oxidativo tanto no cérebro como no nervo ciatico, estando de acordo com os resultados
obtidos dos marcadores no atual estudo (CELIK, 2020). Aliado a isso, a ativagdo de vias
inflamatorias favorecem a criagdo de um microambiente com altos niveis de fatores pro-

oxidantes que favorecem o desenvolvimento do estresse oxidativo (JOSEPH, 2004;



62

TRECARICHI, 2019). De acordo com os estudos de Celik et. al. (2020), a OXL foi
responsavel pela suprerregulagdo de NF-kB e com consequente aumento do TNF-a tanto no
cérebro como no nervo ciatico, favorecendo esse ambiente inflamatério e oxidativo (CELIK,
2020). No estudo de Azevedo et. al. (2020), foi possivel observar que flavonoides, potentes
antioxidantes, foram capazes de atenuar o quadro neuropético induzido por oxaliplatina em
camundongos, observado nos testes sensitivos e comportamentais (AZEVEDO, 2013).
Portanto, nota-se que o estresse oxidativo ¢ um dos mecanismos envolvidos na neuropatia
sensitiva periférica e que potencialmente estd associada também aos distirbios motores

observados no atual estudo.

Neste trabalho, foi observado que a oxaliplatina reduziu a atividade exploratoria,
observada no teste de campo aberto, ¢ a forca e a resisténcia muscular, analisado a partir do
teste da for¢ca de apreensdo e do tempo de suspensdo, dos camundongos. Apesar da
sensibilidade do teste da barra de equilibrio nao ter sido suficiente para detectar alteragdes no
equilibrio dos camundongos, foi observado que o andlogo da platina foi responsavel por gerar
alteragdes na marcha desses animais, a partir da redugdo do indice funcional do nervo ciatico.
Os danos oriundos dos efeitos da OXL nesse tecido foram confirmados na avaliagdo
histopatologica, o qual foi confirmado a presenga de células pro-inflamatorias,
desorganizacao de fibras nervosas e edemas no nervo cidtico. Dentre os possiveis mecanismos
envolvidos, este estudo destaca o potencial estresse oxidativo causado por esse
quimioterapico, onde foi observado um desequilibrio de GSH e de MDA nesse tecido. Dentre
as limitagdes do atual estudo, importante mencionar a necessidade de refinar a metodologia
do teste da barra de equilibrio, além de analisar a reprodutibilidade da avaliagdo da marcha no
modelo de polineuropatia induzida por oxaliplatina. E por fim, recomenda-se que nos
proximos estudos seja realizado o corte transversal do nervo ciatico na analise histopatologica

para se obter mais parametros, como o grau de desmielinizagao.
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8. CONCLUSAO

Diante disso, pode-se concluir que a neurotoxicidade causada pela OXL foi
responsavel por causar um comprometimento motor dos animais tratados com esse
quimioterapico, confirmado a partir da diminuicdo do comportamento exploratério, das
alteracdes na marcha com reducao do indice funcional do nervo ciatico ¢ da reducao da forca
e da resisténcia muscular, sem alteragdes do equilibrio dos camundongos. Dentre os possiveis
mecanismos envolvidos, pode-se citar as alteracdes estruturais do nervo cidtico e
potencialmente o estresse oxidativo desencadeado pelo quimioterapico no nervo ciatico € na

medula dos animais com neuropatia periférica.
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