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RESUMO

Estudos clinicos retrospectivos mostraram nao haver diferenca estatistica significativa entre pacientes
diabéticos e ndo diabéticos em apresentar neuropatia sensitiva periférica (NSP) em uso de doses
cumulativas de oxaliplatina (OXL). Estes estudos, porém apresentam limitacdes quanto ao numero
pequeno de pacientes investigados e dificuldade de se obter um grupo controle compativel com o
grupo tratado e exclusao de pacientes com graus iniciais de neuropatia. A metformina (MTF) € um
farmaco anti-hiperglicémico oral bastante utilizado no tratamento do diabetes mellitus tipo 2. Estudos
mostraram também importante papel da MTF no combate do cancer e neuropatia provocada por
quimioterapia. No presente estudo, objetivou-se estudar se uma condi¢do pré-existente de diabetes
mellitus (DM) poderia influenciar o inicio e/ou curso da NSP induzida por OXL e o efeito protetor da
MTF nessa condicdo. O DM e a NSP foram induzidas respectivamente com aloxano (50 mg/Kg, iv)
em dose Unica e OXL (4,0 mg/Kg, iv) 2x por semana por 4,5 semanas em camundongos que foram
avaliados semanalmente durante 35 ou 56 dias. Foram realizados testes nociceptivos (Von Frey, rota-
rod e teste de imersdo da cauda) dosagens de glicemia e avaliagdo ponderal antes e apos o0s
tratamentos dos animais semanalmente ou quinzenalmente. Apos os periodos de 35 ou 56 dias o
pancreas, ganglio da raiz dorsal (GRD) e medula espinhal (ME) dos animais foram retirados para
andlise e imunofluorescéncia para proteina de ativagdo neuronal (c-Fos) e fator de transcricdo e
ativacdo 3 (ATF-3). Os resultados mostraram que aloxano (50 mg/Kg, iv) foi a melhor dose capaz de
induzir DM nos animais sem causar neuropatia nem alterar o tempo de reacdo nos animais no rota-
rod em relacéo ao grupo controle. A OXL (4,0 mg/Kg, iv) foi a melhor dose capaz de induzir NSP nos
animais sem alterar a coordenagdo motora dos animais na barra giratéria. A combinagdo dos
tratamentos com as melhores doses de aloxano e OXL induziu DM com hiperglicemia e perda de
peso nos animais de maneira significativa (p<0,05) em compara¢do ao grupo controle e OXL. Ja o
tratamento com OXL induziu NSP a partir do 28° dia nos animais. Adicionalmente a combinac¢éo dos
tratamentos com aloxano e OXL além de antecipar a NSP do 28° dia para o 21° dia também
amplificou o estabelecimento da NSP nos animais em comparacdo ao grupo OXL. A andlise do
pancreas dos animais tratados com aloxano e combinado com OXL mostrou diminuicdo do N° de
ilhotas de Langerhans além da presenca de areas com intensa basofilia e células acinares com
citoplasma basoéfilo e desarranjo da arquitetura glandular em comparacdo ao grupo controle. O
tratamento dos animais com OXL combinado com MTF (250 mg/Kg, vo) diminuiu a intensidade da
NSP, além de retardar o tempo de retirada da cauda dos animais do 14° dia para o 28° dia de
maneira significativa em comparagdo ao grupo OXL. Adicionalmente, observamos aumento da
imunoexpressao de c-Fos e ATF-3 no GRD dos animais tratados com OXL de maneira significativa
em comparagdo ao grupo controle. Ja& o tratamento dos animais com MTF combinado com OXL
diminuiu a imunoexpressado de c-Fos e ATF-3 no GRD dos animais de maneira significativa em
comparacao ao grupo OXL. Observamos também aumento da imunoexpressédo de ATF-3 na ME dos
animais tratados com OXL de maneira significativa em comparagdo ao grupo controle, o que foi
prevenido pelo tratamento dos animais com MTF. N&o houve diferenca significativa na
imunoexpressado de c-Fos na ME entre os grupos tratados e controle. No presente estudo, a utilizagéo
de camundongos com DM associada com hiperglicemia induzido por aloxano tanto anteciparam como
amplificaram o desenvolvimento da NSP induzida por OXL. Adicionalmente, demonstramos que o
papel neuroprotetor da MTF provavelmente aconteca no sistema nervoso periférico devido a
diminuicdo da imunoexpressdo de c-Fos no GRD, ndo havendo diminuicdo da imunoexpressédo na
ME.

Palavras-chave: Quimioterapia. Compostos de Platina. Doengas do Sistema Nervoso Periférico.
Diabetes Mellitus. Metformina.



ABSTRACT

PERIPHERAL SENSITIVE NEUROPATHY INDUCED BY OXALIPLATIN IN MICE: DIABETES
MELLITUS INFLUENCE AND THE PROTEIN EFFECT OF METFORMIN.

Retrospective clinical studies have shown no significant statistical difference between diabetic and
non-diabetic patients to present peripheral sensory neuropathy (PSN) using cumulative doses of
oxaliplatin (OXL). These studies, however, present limitations on the reduced number of patients
investigated and the difficulty to obtain a control group compatible with the treated group and
exclusion of patients with initial degrees of neuropathy. Metformin (MTF) is an oral antihyperglycemic
drug widely used in the treatment of type 2 diabetes mellitus. Studies have also shown important role
of MTF in the fight against cancer and neuropathy caused by chemotherapy. In the present study, we
aimed to study whether a pre-existing condition of diabetes mellitus (DM) could influence the onset
and / or course of OXL-induced PSN and the protective effect of MTF on OXL-induced PSN. DM and
PSN were each induced with alloxan (50 mg/kg, iv) single dose and OXL (4.0 mg/kg, iv) twice a week
for 4.5 weeks respectively in mice that were evaluated weekly for 35 or 56 days. Nociceptive tests
(Von Frey, rota-rod and tail immersion test) were performed on blood glucose and weight-for-weight
measurements before and after animal treatments weekly or biweekly. After the 35- or 56-day periods
the pancreas, dorsal root ganglion (DRG) and spinal cord (SC) of the animals were removed for
immunofluorescence and analysis for neuronal activation protein (c-Fos) and transcription factor and
activation 3 (ATF-3). The results showed that alloxan (50 mg/kg, iv) was the best dose capable of
inducing DM in the animals without causing neuropathy or altering the reaction time in the animals in
the rota-rod in relation to the control group. OXL (4.0 mg/kg, iv) was the best dose able to induce PSN
in animals without altering the motor coordination of the animals in the spinning rod. The combination
of the treatments with the best doses of alloxan and OXL induced DM with hyperglycemia and weight
loss in animals significantly (p <0.05) compared to the control and OXL groups. OXL treatment
induced PSN from the 28th day in the animals. In addition, the combination of alloxan and OXL
treatments in addition to anticipating the PSN from the 28th day to the 21st day also amplified the
establishment of the PSN in the animals compared to the OXL group. Analysis of the pancreas of the
animals treated with alloxan and combined with OXL showed a decrease in the number of islets of
Langerhans besides the presence of areas with intense basophilia and acinar cells with basophilic
cytoplasm and disarrangement of the glandular architecture in comparison to the control group.
Treatment of the animals with OXL combined with MTF (250 mg/kg, po) decreased the intensity of the
PSN, and delayed tail removal time from animals from day 14 to day 28 significantly compared to OXL
group. In addition, we observed increased immunoexpression of c-Fos and ATF-3 in the DRG of OXL-
treated animals significantly compared to the control group. Already the treatment of the animals with
MTF combined with OXL decreased the immunoexpression of c-Fos and ATF-3 in the animals DRG
significantly compared to the OXL group. We also observed increased ATF-3 immunoexpression in
SC of OXL-treated animals significantly compared to the control group, which was prevented by
treatment of the MTF animals. There was no significant difference in c-Fos immunoexpression in SC
between the treated groups and control. In the present study, the use of mice with DM associated with
alloxan-induced hyperglycemia both anticipated and amplified the development of OXL-induced PSN.
Additionally, we have demonstrated that the neuroprotective role of MTF probably occurs in the
peripheral nervous system due to the decrease of c-Fos immunoexpression in the DRG, and there is
no decrease in the immunoexpression in the SC.

Keywords: Chemotherapy. Platinum compounds. Peripheral Nervous System Diseases. Diabetes
Mellitus. Metformin.



Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4
Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9

Figura 10

Figura 11

Figura 12

Figura 13

Figura 14

Figura 15

Figura 16

Figura 17

Figura 18

LISTA DE FIGURAS

Mortalidade pelas principais doencas cronicas no Brasil no
periodo de 2000 a 2013 segundo o0 MS no ano de 2015
Incidéncia de cancer entre sexo no Brasil segundo o INCA
em 2016

Impacto da incorporacdo de novas drogas para o tratamento
do céncer de colon e reto

Mecanismo de agéo antitumoral da oxaliplatina

Desenho esquematico do protocolo de indugédo de DM-1 por
aloxano e avaliacdo da NSP em camundongos

Desenho esquemaético do protocolo de inducédo e avaliagédo
da NSP por OXL em camundongos

Desenho esquemaético do protocolo de inducdo da NSP por
OXL e avaliacdo em camundongos com DM-1

Desenho esquematico do protocolo de indugcdo e avaliacdo
da NSP com OXL em camundongos tratados com MTF
Aparelho de Von Frey eletrénico

Aparelho de rota-rod

Desenho esquematico da andlise histopatolégico do
pancreas de camundongos

Desenho esquematico para imunofluorescéncia do GRD e
medula lombar espinhal de camundongos

Criostato utilizado para cortes dos GRD e ME de
camundongos

Efeito de baixas concentragbes de aloxano sobre a glicemia
de camundongos

Efeito de altas concentragdes de aloxano sobre a glicemia de
camundongos

Efeito do aloxano sobre os pesos dos camundongos

Efeito do aloxano na hiperalgesia mecanica plantar em

camundongos

Efeito da OXL na intensidade de hiperalgesia mecanica

22

23

24

28
49

50

51

52

54

56

57

58

59

62

63

65

67

69



Figura 19

Figura 20

Figura 21

Figura 22

Figura 23

Figura 24

Figura 25

Figura 26

Figura 27

Figura 28

Figura 29

Figura 30

Figura 31

Figura 32

Figura 33

Figura 34

Figura 35

plantar em camundongos

Efeito da OXL sobre a atividade motora forcada (Rota-rod)
em camundongos

Efeito do aloxano e OXL sobre a glicemia de camundongos
Efeito da aloxano e OXL sobre os pesos dos camundongos
Efeito do aloxano e OXL na hiperalgesia mecénica plantar
em camundongos

Efeito do aloxano e OXL sobre o N° de ilhotas de Langerhans
do pancreas de camundongos

Efeito do aloxano e OXL sobre a porcdo enddcrina do
pancreas de camundongos em parametros histopatolégicos
Efeito do aloxano e OXL sobre a porcdo exdcrina do
pancreas de camundongos em parametros histopatologicos
Efeito da MTF e OXL na hiperalgesia mecanica plantar em
camundongos

Efeito da MTF sobre a alodinia térmica ao frio em
camundongos com NSP induzida por OXL

Efeito MTF sobre a atividade motora forcada (Rota-rod) de
camundongos tratados com OXL

Fotomicrografia da imunoexpressao para c-Fos no GRD de
camundongos submetidos ao tratamento com MTF e OXL

Andlise quantitativa da imunoexpresséo para c-Fos no GRD
de camundongos submetidos ao tratamento com MTF e OXL
Fotomicrografia da imunoexpressdo para c-Fos no corno
dorsal da medula espinhal de camundongos submetidos ao

tratamento com MTF e OXL

Andlise quantitativa da imunoexpressao para c-Fos no corno
dorsal da medula espinhal de camundongos submetidos ao

tratamento com MTF e OXL

Fotomicrografia da imunoexpressao para ATF-3 no GRD de
camundongos submetidos ao tratamento com MTF e OXL
Analise quantitativa da imunoexpressao para ATF-3 no GRD
de camundongos submetidos ao tratamento com MTF e OXL

Fotomicrografia da imunoexpressdao para ATF-3 no corno

71

73

75

77

79

80

81

83

85

87

89

90

92

93

95

9¢

98



dorsal da medula espinhal de camundongos submetidos ao
tratamento com MTF e OXL

Figura 36 Analise quantitativa da imunoexpressao para ATF-3 no corno 99
dorsal da medula espinhal de camundongos submetidos ao

tratamento com MTF e OXL



Quadro 1

Quadro 2

LISTA DE QUADROS

Valores de glicose plasmatica (em mg/dL) para diagndéstico de
diabetes mellitus e seus estagios pré-clinicos

Resumo dos resultados da imunoflorescéncia realizadas no
GRD e ME em camundongos

35

100



LISTA DE ABREVIATURA, SIGLAS E SIMBOLOS

AAD Associacdo Americana de Diabetes
AMPK Proteina Adenosina Monofosfato Quinase
ANOVA Andlise de variancia

ATF-3 Fator de transcricéo e ativacao 3

C Controle

c-Fos Proteina de Ativacdo Neuronal

CCR Cancer de Colon e Reto

CDDP Cisplatina

CBDP Carboplatina

CCRm Cancer de coélon e reto metastatico
CPT-11 Irinotecano

cm Centrimetros

DNA Acido Desoxiribonucléico

DM Diabetes Mellitus

DM-1 Diabetes Mellitus tipo 1

DM-2 Diabetes Mellitus tipo 2

E.P.M. Erro Padréo da Média

ERO Espécies reativas de oxigénio

FID Federacéao Internacional de Diabetes
FOLFOX Protocolo de Tratamento: OXL + LCV + 5-FU
5-FU Fluorouracil

g Grama (s)

GRD Ganglio da Raiz Dorsal

h Hora (s)

HE Hematoxilina eosina

INCA Instituto Nacional do Cancer



LCV

ME
mg
mm
mL
MS
mTOR
N©
NeuN
NMDA
NO
NOS
NSP
OMS
OXL

PBS

Pt
SBD
SAL

SNC

SIM

Intraperitoneal

Intravenoso

Kilograma (s)

Leucovorin

Litro (s)

Medula Espinhal Lombar
Miligrama (s)

Milimetro (s) ao quadrado
Mililitro (s)

Ministério da Saude

Alvo para Rapamicina em Mamiferos
Numero

Marcador Nuclear de Neuronio
N-metil-D-aspartato

Oxido Nitrico

Oxido Nitrico Sintase
Neuropatia Sensitiva Periférica
Organizacdo Mundial de Saude
Oxaliplatina

Solucédo Salina Tamponada
Nivel de Significancia

Platina

Sociedade Brasileira de Diabetes
Salina

Segundo (s)

Sistema Nervoso central

Sistema de Informacao de Mortalidade



SUS
rpm
RNA
TIC
TNF a
UFC

VS

\%40)

Mg
ML
pum
Ca+2
Na*

°C

Sistema Unico de Saude
Rotag&o por minuto

Acido ribonicléico

Teste de Imerséo da Cauda
Fator de Necrose Tumoral alfa
Universidade Federal do Ceara
Versus

Veiculo

via oral

Mais

Alfa

Beta

Delta

Variacao

Micrograma

Microlitro (s)

Micrometro

fon calcio (s)

fon sadio (s)

Grau centigrado



2.1
2.2
2.3
23.1
2.3.2
2.3.3
2.3.4
2.3.5
2.3.6

2.4

241
24.2
243
244
245
2.5

2.6

2.6.1
2.6.2
2.6.3
2.7

2.7.1
2.7.2
2.7.3
2.7.4

4.1

SUMARIO

INTRODUCAO

REVISAO BIBLIOGRAFICA

Céancer

Céncer de Cdlon e Reto

Compostos de platina

Oxaliplatina

Farmacocinética da oxaliplatina

Mecanismo de acdo antitumoral da oxaliplatina

Neurotoxicidade da oxaliplatina

Neuropatia sensitiva periférica induzida por oxaliplatina

Tratamento da neuropatia sensitiva periférica induzida

por oxaliplatina

Diabetes mellitus

Fisiopatologia do diabetes mellitus
Epidemiologia

Classificacdo do diabetes mellitus

Critérios de diagnéstico

Neuropatia diabética

Diabetes mellitus experimental em animais
Aloxano

Farmacocinética

Mecanismo de acao do aloxano

Diabetes mellitus tipo 1 induzido por aloxano
Metformina

Mecanismo de acao

Farmacocinética

Metformina no tratamento do diabetes mellitus
Metformina e outras agcoes

JUSTIFICATIVA

OBJETIVOS

Objetivo Geral

32
32
32
33
34
35
36
38
38
38
39
40
41
42
42
43
44
46
46



4.2

5.1
5.2
5.3
5.4
5.5
5.6

5.6.1
5.6.2
5.6.3
5.7
5.8
5.9
5.9.1

5.10
5.11

5.12

5.13

6.1

6.1.1

6.1.2

6.1.3

6.2

6.2.1
6.2.2

Objetivos Especificos

MATERIAIS E METODOS

Animais

Aspectos éticos

Drogas e reagentes

Materiais e equipamentos

Protocolos experimentais

Testes comportamentais: nociceptivos e coordenacéo
motora

Teste de hiperalgesia mecanica plantar — Von Frey
Teste de imerséo da cauda - TIC

Teste de coordenacdo motora forcada — Rota-rod
Avaliagao da glicemia

Avaliagao ponderal

Obtencdo de amostras e tecidos

Perfusdo intracardiaca, processamento e
armazenamento dos tecidos

Andlise histopatolégica do Pancreas
Imunofluorescéncia para c-Fos e ATF-3 em GRD e corno
dorsal da medula espinhal

Microscopia confocal e analise e quantitativa da
marcacao de c-Fos e ATF3

Analise estatistica

RESULTADOS

12 Fase: Avaliacdo da inducdo do DM-1 em
camundongos

Efeito do aloxano na inducé&o da hiperglicemia

Efeito do aloxano sobre o peso dos camundongos
Efeito do aloxano sobre a hiperalgesia mecanica plantar
em camundongos

22 Fase: Avaliagdo da NSP induzida por OXL em
camundongos néo diabéticos

Efeito da OXL sobre a hiperalgesia mecéanica plantar

Efeito da OXL sobre a atividade motora forcada (Rota-

46
47
47
47
47
48
48
53

53
54
55
56
56
57
57

58
59

60

60

61

61

61

64

66

68

68
70



6.3

6.3.1
6.3.2
6.3.3
6.3.4
6.4

6.4.1
6.4.2

6.4.3

6.4.4

6.4.5

6.4.6

6.4.7

rod) de camundongos

32 Fase: Avaliagdo da NSP induzida por OXL em
camundongos diabéticos

Avaliacao da glicemia

Avaliagao ponderal

Avaliacao da hiperalgesia mecanica plantar
Histopatologia do pancreas

42 Fase: Avaliacdo do efeito protetor da MTF na NSP
induzida por OXL em camundongos néo diabéticos.
Efeito da MTF sobre a hiperalgesia mecanica plantar
Efeito da MTF sobre na alodinia térmica ao frio

Efeito da MTF sobre a atividade motora for¢cada (Rota-
rod)

Andlise da Imunofluorescéncia para c-Fos em GRD de
camundongos submetidos a tratamentos com MTF e
OXL

Andlise da Imunofluorescéncia para c-Fos em corno
dorsal da medula espinhal de camundongos
submetidos a tratamentos com MTF e OXL

Analise da Imunofluorescéncia para ATF-3 em GRD de
camundongos submetidos a tratamentos com MTF e
OXL

Andlise da Imunofluorescéncia para ATF-3 em corno
dorsal da medula espinhal de camundongos
submetidos a tratamentos com MTF e OXL

DISCUSSAO

CONCLUSAO

REFERENCIAS

ANEXO A

72

72
74
76
78
82

82

84

86

88

91

94

97

101
121
122
141



21

1 INTRODUCAO

O cancer € uma das principais causas de morte no mundo e um seério
problema de saude publica (TORRE et al., 2015). Segundo estimativas do Instituto
Nacional do Cancer (INCA), aproximadamente 34.280 novos casos de cancer de
cllon e reto (CCR) sdo esperados em 2016 no Brasil (INCA, 2016). Essa
problematica vem sendo amenizada com o tratamento utilizando farmacos
antineoplasicos como a oxaliplatina (OXL).

A OXL, um farmaco de terceira geracédo da classe dos agentes platinos, é
utilizada como primeira linha no tratamento do CCR (DE GRAMONT et al., 2000;
LEONARD et al., 2005).

O tratamento com OXL estd associado com o surgimento de
neurotoxicidade que representa a principal toxicidade dose-limitante do seu uso e a
maioria dos pacientes desenvolveram neuropatia sensitiva periférica (NSP) induzida
por OXL entre o 8° e 12° ciclo de uso de OXL (ARGYRIOU et al., 2008). Espera-se
gue comorbidades como o diabetes mellitus (DM) piore essa neuropatia da OXL.

Estudos clinicos com pacientes diabéticos e ndo diabéticos em uso de
doses cumulativas de OXL mostraram n&o haver diferenga significativa no
desenvolvimento de NSP induzida por OXL. Porém estes estudos apresentaram
limitagdes quanto ao numero reduzido de pacientes nos grupos, dificuldade de se
obter um grupo controle compativel com o grupo tratado, exclusdo de pacientes com
graus iniciais de NSP no estudo e falta de informagbes sobre o tipo de DM,
resultando na necessidade de estudos futuros (RAMANTHAN et al., 2010; UWAH et
al., 2012).

Na literatura cientifica ndo foram encontrados estudos clinicos nem
estudos em animais conclusivos que mostrem se uma condi¢do pré-existente de DM
poderia influenciar o curso da NSP induzida por OXL. Além disso, ndo foram
encontrados estudos sobre o papel da MTF na neuropatia induzida por OXL.

Alguns estudos demonstraram que a metformina (MTF), um farmaco anti-
hiperglicemiante oral bastante utilizado no tratamento do diabetes mellitus tipo 2
também tem sido utilizado no tratamento do cancer e neuropatia induzida por
paclitaxel, cisplatina e estreptozotocina. E por isso resolvemos estudar o papel da
MTF na NSP induzida por OXL.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Cancer

O cancer € o nome dado a um conjunto de mais de 100 doencas que tém
em comum o crescimento desordenado (maligno) de células que invadem os tecidos
e Orgaos, podendo disseminar-se (metastase) para outras regides do corpo (INCA,
2016).

A incidéncia de neoplasias vém crescendo em todo o mundo e estas ja
representam a segunda causa de morte na maioria dos paises (HOYERT, 2012;
OMS, 2011). Em paises desenvolvidos, projeta-se que em breve, 0s canceres
ultrapassardo as doencas cardiovasculares (OMS, 2011). A tendéncia de declinio
das taxas de neoplasias nos Estados Unidos da América ocorreram ap0s 0S anos
1990 (HOYERT, 2012). Segundo o ministério da saude (MS) no Brasil, esse foi 0
grupo de doencas crénicas com menor declinio no periodo de 2000 a 2013 (FIGURA
1) (MS, 2015). No entanto, as tendéncias sao distintas segundo o tipo de cancer,
idade e sexo. Nos homens, as taxas de mortalidade por cancer de préstata e célon e
reto tem aumentado, as de cancer gastrico e de pulméao diminuem na faixa etaria de
menores de 60 anos e as de cancer de esb6fago permanecem estaveis. Nas
mulheres, as taxas de mortalidade por cancer de mama, de pulméo e cdlon e reto
aumentaram, engquanto as de cancer do colo do Utero e do estbmago diminuiram
(INCA, 2016; SCHMIDT et al., 2011).

Figura 1 - Mortalidade pelas principais doencas crénicas no Brasil no periodo de
2000 a 2013 segundo o0 MS no ano de 2015
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2.2 Cancer de Co6lon e Reto

O CCR estéa entre as principais causas de morbidade e mortalidade em
todo o mundo, representando assim um importante problema de satde publica. E o
terceiro tipo de cancer mais comum em todo o mundo (apés os tumores do pulméo e
da mama), e a quarta causa mais comum de mortalidade na oncologia (TORRE et
al., 2015). O CCR é a quarta causa mais comum de morte por cancer em homens e
a terceira em mulheres em todo o mundo. Aproximadamente 694.000 mortes de
CCR ocorreram em 2012, representando cerca de 8,5% de todas as mortes por
cancer (FERLAY et al., 2013; TORRE et al., 2015).

O CCR é o segundo tipo de cancer mais comum em paises
desenvolvidos, com mais de 730 mil novos casos diagnosticados mundialmente a
cada ano (FERLAY et al., 2015).

No Brasil, segundo estimativas do INCA, aproximadamente 34.280 novos
casos de CCR foram esperados em 2016. Estima-se 16.660 novos casos de CCR
em homens e 17.620 em mulheres. Esses valores correspondem a um risco
estimado de 16,84 casos novos a cada 100 mil homens e 17,10 a cada 100 mil
mulheres. No Brasil, no ano de 2016, o CCR foi o terceiro mais incidente em homens
e 0 segundo em mulheres (FIGURA 2) (INCA, 2016).

Figura 2 - Incidéncia de cancer entre sexo no Brasil segundo o INCA em 2016
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O impacto destas estatisticas € parcialmente amenizado quando
ressaltamos os importantes avangos terapéuticos na ultima década que prolongaram
substancialmente a sobrevida dos pacientes portadores desta grave neoplasia. A
sobrevida global média de um paciente com cancer de colon e reto metastatico
(CCRm) tratado com 5-FU e LCV no inicio da década de 1990 era de
aproximadamente 10-12 meses, contrastando com dados recentes que mostram
sobrevida média superando 20 meses quando se incluem drogas como irinotecano e
OXL (FIGURA 3) (DE GRAMONT et al., 2000; GOLDBERG et al., 2004; SALTZ et
al., 2000).

Quando consideramos pacientes com doenca metastatica restrita ao
figado, taxas de sobrevida em 5 anos superam 60%. Estes avancos no progndstico
do CCRm devem-se principalmente a dois fatores: (1) ampliacdo dos protocolos de
tratamento com novos agentes quimioterdpicos como: OXL e irinotecano (CPT-11) e
anticorpos monoclonais que bloqueiam importantes vias de sinalizacdo do
crescimento celular tais como cetuximabe (anti-EGFR) e bevacizumabe (anti-VEGF);
(2) avancos no tratamento cirargico de metastases hepaticas e intervencdes como
ablagbes por radiofrequéncia e embolizagbes (MEYERHARDT; MAYER, 2005). No
entanto, o0 sinergismo destas vertentes terapéuticas tem sido limitado por
importantes toxicidades, como a NSP que se segue ao uso de quimioterapia com
regimes a base de OXL (ANDRE et al., 2004).

Figura 3 - Impacto da incorporacéo de novas drogas para o tratamento do cancer de

colon e reto
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2.3 Compostos de platina

Os farmacos chamados compostos de platina como a cisplatina (CDDP),
carboplatina (CBDP) e OXL, sao classificados como agentes alquilantes do DNA e
representam uma importante classe de farmacos anticancerigenos, sendo bastante
utilizados no tratamento de um amplo espectro de tumores solidos em humanos. Os
compostos de platina inibem a sintese do DNA, através da formacdo de ligagbes
cruzadas inter e intracadeias. Esses compostos antitumorais se ligam de forma
eficiente ao DNA, promovendo a formacao de uma variedade de produtos de adicao
gue bloqueiam a replicacdo e a transcricdo e induzem a morte celular (BRABEC,;
KASPARKOVA, 2005).

A eficacia do tratamento do cancer com farmacos a base de platina é,
geralmente, comprometida devido ao risco substancial para toxicidade graves, como
a neurotoxicidade. Esta pode resultar em debilidade aguda e croénica, diminuido,
assim, a qualidade de vida do paciente (MCWHINNEY; GOLDBERG; MCLEOND,
2009). O tratamento da dor neuropatica inclui anticonvulsivantes, antidepressivos,
antioxidantes, opiéides e lidocaina tépica. Contudo a terapia ideal para essa
condicdo ainda é um desafio, pois em varios pacientes, ndo ocorre o suficiente alivio
da dor (BARON; BINDER; WASNER, 2010).

O perfil de neurotoxicidade difere entre os compostos platinos, CDDP,
CBDP e OXL. A neuropatia periférica causada pela CDDP, agente platino de 12
geracdo, desenvolve-se em aproximadamente 50% dos pacientes. Os sintomas
envolvem as extremidades superiores e inferiores podendo ocorrer parestesias
dolorosas, dorméncia, formigamentos, geralmente durante os primeiros ciclos de
quimioterapia. Apés a interrupcao do tratamento, a disfuncdo neurologica pode
melhorar de forma gradual ou persistir por um periodo de tempo ou ser permanente.
Ja a CBDP agente de 22 geracdo, é considerada menos, neurotdxica do que a
CDDP e OXL. A disfuncédo neurolégica € um efeito colateral que ocorre no
tratamento com CBDP, no entanto aparece mais tarde e, principalmente, apds a
administracéo de doses elevadas ou em combinagdo com outros agentes citotoxicos
neurotdxicos. Apenas 4 a 6% dos pacientes submetidos ao tratamento com CBDP
desenvolvem neuropatia periférica. O potencial da OXL, agente platino de 32
geracdo, para provocar neurotoxicidade € mais parecido como a CDDP. A

neuropatia periférica € a toxicidade limitante da dose mais comum da OXL e uma
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das principais causas de descontinuacdo do tratamento, existindo dois padrdes de
neuropatia, uma forma aguda e uma crénica, a qual tem inicio ap6s multiplas
exposicdes ao farmaco, podendo melhorar ou persistir apés o término da terapia.
Além disso, a neuropatia periférica dolorosa provocada pela OXL é caracterizada por
inicio rapido e intensa alodinia ao frio, uma sindrome de dor, que ndo é ocasionada
pelos outros agentes platinos (AMPTOULACH; TSAVARIS, 2011; JOSEPH; LEVINE,
2009; MCWHINNEY; GOLDBERG; MCLEOND, 2009).

2.3.1 Oxaliplatina

A OXL é a terceira geracdo de agentes platinos, com estrutura similar a
CDDP, com um amplo espectro de atividade antitumoral em linhagens de células
cancerosas e toxicidade diferente da CDDP e das drogas de segunda geracdo como
a CBDP (KELLAND, 2007). A OXL tem em sua estrutura o composto 1,2-DACH (1,2-
diaminociclohexano), relacionado com uma atividade citotoxica significativa em
células tumorais, tendo resisténcia tumoral diminuida (LEONARD et al., 2005).

A OXL gquando combinada com o 5-FU e o LCV, constitui o regime
FOLFOX que é um dos esquemas de primeira linha para o tratamento do CCR, além
de ser utilizada como primeira linha na quimioterapia adjuvante (LEONARD et al.,
2005).

2.3.2 Farmacocinética da oxaliplatina

A OXL apresenta meia-vida plasmatica muito curta, provavelmente em
decorréncia de sua rapida captacdo pelos tecidos e de sua reatividade. E
largamente distribuida para a maioria dos tecidos do nosso corpo, com um volume
de distribuicdo mais elevado do que a cisplatina. Foi demonstrado um nivel mais
elevado de OXL nos ganglios da raiz dorsal (GRD) e nos neurdnios periféricos,
guando comparados com o cérebro e com a medula espinhal (ME), pois a OXL,
assim como outros agentes platinos, ndo ultrapassa a barreira hematoencefalica
(MCWHINNEY et al., 2009). Ap6s 2-5 h de infusdo de OXL, 40% do platino ligam-se
de forma irreversivel as hemacias, formando produtos néo téxicos. Os 30% restantes
do platino ligam-se as proteinas do plasma, e os outros 30% correspondem ao

platino ultrafiltrado. Este ultimo contem a droga ativa, ou seja, a OXL intacta,
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representando, assim, o maior componente citotoxico (CHU, 2004; JERREMALM et
al., 2009).

2.3.3 Mecanismo de acao antitumoral da oxaliplatina

A OXL exerce um efeito citotoxico de maneira semelhante a outros
analogos platinos. Esses compostos eliminam as células em todos os estagios do
ciclo celular e, por esta razéo, sao considerados ciclos-celulares néo especificos. No
momento em que a OXL entra na corrente sanguinea, nucledfilos fracos como o
bicarbonato do sangue (HCOS3’) e o dihidrogénio fosfato (H,PO,) desacoplam seu
grupamento oxalato, resultando na formacéo de intermediarios néo-estaveis, que
sao rapidamente hidrolisados a espécies platinas, tais como o monoaqua-1,2-DACH
e o dicloretoplatino de 1,2-DACH, os quais reagem instantaneamente com o DNA
celular, proteinas e outras macromoléculas, resultando em apoptose celular
(FIGURA 4) (LEONARD et al., 2005).

A atividade antitumoral da OXL resulta também nas interacdes da platina
com o DNA, através da formacdo de complexos de Pt-DNA, principalmente na
posicdo N7 das bases de guanina no DNA, originando ligacdes cruzadas
intrafilamentares e interfilamentares, complexos entre guaninas adjacentes e
complexos entre adenina e guanina adjacentes (CHU, 2004; FOLTINOVA et al.,
2008).

O uso de quimioterapia a base de OXL tem sido crescente e resultado em
melhora significativa nas taxas de resposta no cancer CCR. No entanto, a
neurotoxicidade, manifestada clinicamente como uma NSP tem sido associada ao
seu uso podendo causar efeitos prejudiciais a qualidade de vida do paciente e levar
a reducao da dose da OXL ou até mesmo a sua descontinuacdo, o que em Ultima

instancia pode trazer prejuizos ao tratamento do paciente.
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Figura 4 — Mecanismo de acao antitumoral da oxaliplatina
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Fonte: Elaborado pelo autor.

2.3.4 Neurotoxicidade da oxaliplatina

A OXL estd associada a efeitos mielotoxico, nefrotoxico e ototoxico
insignificantes, porém o surgimento de neurotoxicidade representa a principal
toxicidade dose-limitante do seu uso (ARGYRIOU et al.,2008). Dois tipos diferentes
de neurotoxicidade tem sido observados com o uso de OXL: a neurotoxicidade
aguda ocorre em 85-95% dos pacientes que fazem tratamento com OXL,
desenvolvendo-se imediatamente apés a infusdo da droga, sendo caracterizada pela
exacerbacéo ao frio, parestesias, miotonias, espasmos musculares e fasciculagoes,
podendo também ocorrer disestesias faringolaringeais, com dificuldade de
respiracao e degluticdo em 1-2 % dos pacientes (SCHIFF et al., 2009). J4 o segundo
tipo de reacéo, classificada como crénica e cumulativa, ocorre depois do uso mais
prolongado da OXL podendo resultar em prejuizo funcional, disestesia distal e
ataxia, também conhecida como NSP (BINDER, 2007).
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2.3.5 Neuropatia sensitiva periférica induzida por oxaliplatina

A NSP induzida por OXL parece ocorrer em 10-20% dos pacientes que
recebem doses cumulativas superiores a 750-850 mg/m2. Os sintomas, puramente
sensitivos, consistem em parestesias e disestesias distais, de durag&do prolongada,
progredindo com alteragBes sensitivas periféricas, ataxia sensitiva, alteracéo
proprioceptiva e déficit funcional, levando a limitacdes nas atividades de vida diaria
do paciente. Esses sintomas geralmente persistem entre os ciclos de tratamento e
aumentam de intensidade com as doses cumulativas (GROTHEY, 2005). Em outro
estudo, a disestesia foi referida em 87,2% dos pacientes e a parestesia, sendo
experimentada em 94,3% destes durante o uso da OXL (LEONARD et al., 2005).
N&o ha, entretanto dados acerca das taxas de incidéncia dessa neuropatia nos
pacientes brasileiros em uso de OXL.

Concordando com esses dados, pode-se acrescentar que apos o0 primeiro
ciclo de quimioterapia, a média de duracdo da disestesia foi de 5 dias. Ja para
pacientes com doze ciclos, a meédia dessa duracdo foi de 21 dias ou mais
(LEONARD et al., 2005).

Os resultados iniciais de um estudo europeu em 2200 pacientes em
estagio Il e Ill com céncer de célon randomizados que receberam FOLFOX ou
infusdo de 5-FU e LCV mostraram que no grupo tratado com FOLFOX neuropatia
periférica foi o maior efeito desse esquema, ocorrendo em 92 % dos pacientes e
classificados em grau 3 (p.ex. limitando as atividades de vida diariamente) em 12 %.
Os efeitos neurotéxicos foram geralmente reversiveis; 18 meses apoés a finalizacédo
da terapia, 76 % dos pacientes nao relataram prejuizo neurolégico e somente 4%
tinham sintomas residuais grau 2 e 3. Esses dados tém ampliado as opc¢les de
tratamento aos pacientes em estagios precoces da doenca; contudo, 0s riscos e
beneficios destes regimes toxicos deveriam ser aprovados em pacientes
individualmente (ANDRE et al., 2004).

A NSP induzida por OXL ainda é pouco compreendida, no que diz
respeito aos seus aspectos celulares e moleculares, entretanto, alguns autores tém
sugerido que o fenbmeno possa ser resultado do metabolismo celular e transporte
axoplasmatico diminuidos, levando ao acumulo de compostos de platina no GRD
(JOSEPH et al., 2008).
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A NSP induzida por OXL tem diversas hipoteses para seu
desenvolvimento, incluindo a de que repetidos episddios de neuropatia aguda
podem levar a lesGes neurais crénicas. Além disso, estudos experimentais mostram
acumulo de compostos de platina nos corpos celulares dos GRD que podem resultar
na diminuicdo do metabolismo celular e no transporte axonal. Parecem ocorrer
também lesdes mitocondriais com aumento do estresse oxidativo 0 que induziria a
ocorréncia de NSP (MILTENBURG; BOOGERD, 2014).

Em um estudo conduzido por Jaggi e Singh (2012) acerca dos
mecanismos da neuropatia periférica induzida por farmacos antineoplasicos, como
OXL, CDDP, paclitaxel e vincristina estes mecanismos parecem estar interligados.
Postula-se que estes agentes antineoplasicos desencadeiam mudancas na
expressao e caracteristicas funcionais dos canais de sodio no GRD e em neurdnios
sensoriais no corno dorsal, aumentando a frequéncia e duracao de abertura desses
canais levando a um aumento dos niveis intracelulares de ions sodio, 0 que pode
abrir canais de calcio (DESCOEUR et al., 2011; LING et al., 2007; NIETO et al.,
2008). O aumento no calcio intracelular pode deflagrar numerosas mudancas
secundérias, incluindo-se a ativacdo de proteina C quinase (PKC) levando a
fosforilacdo e ativacdo de receptores de potencial transitorio vaniléide (TRPV) que
produziria diretamente aumento da hiper-responsividade neuronal juntamente com a
geracdo de Oxido nitrico e espécies reativas de oxigénio (AZEVEDO et al., 2013;
BOEHMERLE et al., 2007; JOSEPH et al., 2008; JOSEPH; LEVINE, 2004; KIM et al.,
2010; MUTHURAMAN et al., 2008; TA et al., 2006; WANG et al., 2011).

Isso poderia contribuir, por sua vez, para a citotoxicidade neuronal. A
abertura de poros de transicdo de permeabilidade mitocondrial (MPTP) poderia levar
a liberacao do citocromo C e iniciar uma cascata de apoptose. Como consequéncia
poderia levar a uma perda de fibras Ad e C (especificas para frio e calor) incluindo a
perda de nociceptores de fibras nervosas da epiderme. Esse dano poderia gerar
descargas espontaneas e mecano-sensitivas devido a hiper-responsividade dos
nociceptores remanescentes (ALESSANDRI-HABER et al., 2008; ANAND et al.,
2010; TA et al., 2010;).
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2.3.6 Tratamento da neuropatia sensitiva periférica induzida por oxaliplatina

O tratamento e a prevencdo da NSP induzida pela OXL envolvem a
educacao sobre a exposicao ao frio, modificacbes nos horarios das administracdes,
utilizacao de agentes protetores e estratégias especificas. A estratégia “stop-and-go”
determina o paciente parar o tratamento quando a dose pré-definida for alcancada
ou quando tiver inicio algum grau de neuropatia, e continuar quando a neuropatia
tiver regredido ou quando o tratamento for necessario para impedir a progressao
tumoral. Em pacientes com alto risco de desenvolver NSP, o uso da OXL deve ser
interrompido e substituido por outro agente quimioterapico (ALI, 2009).

O tratamento da dor neuropatica pode ser resumido em dois tipos de
terapia: preventiva e sintoméatica. O tratamento com drogas preventivas, tais como a
infusdo de Ca®", Mg?*, vitamina E, glutationa, glutamina e N-acetilcisteina objetivam
reduzir a gravidade dos sintomas neuropaticos em pacientes que estdo recebendo
tratamento com antineoplasicos. Para serem eficazes, essas drogas ndo devem
reduzir somente o efeito neurotdxico dos quimioterapicos, mas também devem
manter o efeito antitumoral desses agentes (DEANGELIS, 2009; KALEY; PAICE,
2009).

O tratamento sintomatico consiste na utilizacdo de agentes
neuromoduladores que irdo interferir na patogénese da dor neuropatica ja instalada.
Sendo esta condicdo clinica parcial ou completamente insensivel aos analgésicos
comuns, as terapias médicas tendem a envolver analgésicos adjuvantes, isto €,
farmacos cuja indicacdo elementar ndo é a analgesia. Deste modo, recomendacdes
para o tratamento de primeira linha incluem a gabapentina, lidocaina, tramadol e
antidepressivos triciclicos. Os de segunda linha sdo lamotrigina, carbamazepina e
inibidores seletivos da recaptacao da serotonina (DWORKIN et al., 2007). Da mesma
forma, dois dos principais moduladores de canais de Ca*" (por se ligarem a uma
subunidade a,0) como a gabapentina e a pregabalina também sao utilizados
(ALVES NETO et al., 2009; GILRON et al., 2015). Atualmente alguns farmacos como
a duloxetina (ENGEL, 2014) e venlafaxina (RICHARDS et al., 2015) sé&o relatados na
literatura para o tratamento de dor neuropatica, porém o uso desses farmacos é de
forma adjuvante e paliativa para amenizar a dor neuropatica.

A NSP é uma consequéncia frequente e incapacitante da administragéo

de OXL sendo o principal determinante de uma ma qualidade de vida. Cerca de 80%
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dos pacientes com cancer sentem uma forte dor em seus Ultimos dias de vida
(QUANG; SCHMIDT, 2010).

Desta forma, a neuropatia consequente a quimioterapia induzida por OXL
pode trazer grandes prejuizos a qualidade de vida dos pacientes. Adicionalmente, a
neuropatia poder levar a interrup¢cdo do tratamento quimioterapico, o que em ultima
instancia pode comprometer a sobrevida geral do paciente. O tratamento e
prevencdo da NSP ainda ndo estdo totalmente estabelecidos e o percentual de
pacientes que desenvolvem neurotoxicidade ainda é alto. Esse quadro é agravado
por um tratamento raramente eficaz e associado & comorbidades tais como DM e
doencas cardiovasculares. Novos estudos sobre a fisiopatologia da NSP induzida
por OXL sdo necessarios a fim de desvendar os mecanismos e mediadores

envolvidos bem como a associacao entre neuropatia provocada pela OXL e DM.

2.4 Diabetes mellitus

O DM nédo é uma Uunica doenc¢a, mas um grupo heterogéneo de disturbios
metabolicos que apresentam em comum a hiperglicemia, resultante de defeitos na
acdo da insulina, na secrecdo de insulina ou em ambas (FEDERACAO
INTERNACIONAL DIABETES, 2014).

2.4.1Fisiopatologia do diabetes mellitus

O DM é caracterizado por baixa producao de insulina pelas células 3 das
ilhotas de Langerhans do pancreas e resisténcia a insulina, dificultando a entrada da
glicose nas células e, portanto a sua utilizacdo levando a hiperglicemia. O
grupamento aldeido em excesso na glicose presente no sangue pode reagir in vivo
com grupamentos amino de proteinas estruturais e funcionais incluindo hemoglobina
e colageno, formando produtos de glicacdo de “Maillard” que contribui para a
patogénese do diabetes e outras doencas (BABU et al., 2007; SELVARAJ et al.,
2008), dentre estas a neuropatia diabética (GORDOIS et al., 2006).

2.4.2 Epidemiologia
Uma epidemia de DM esta em curso. Atualmente, estima-se que a
populacdo mundial com diabetes seja da ordem de 387 milhGes e que alcance 471

milhdes em 2035. Cerca de 80% desses individuos vivem em paises em
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desenvolvimento, onde a epidemia tem maior intensidade e h& crescente proporcao
de pessoas acometidas em grupos etarios mais jovens, as quais coexistem com o
problema que as doencas infecciosas ainda representam (FEDERACAO
INTERNACIONAL DIABETES, 2014).

O numero de diabéticos esta aumentando em virtude do crescimento e do
envelhecimento populacional, da maior urbanizagdo, da progressiva prevaléncia de
obesidade e sedentarismo, bem como da maior sobrevida de pacientes com DM.
Quantificar o predominio atual de DM e estimar o numero de pessoas com diabetes
no futuro é importante, pois possibilita planejar e alocar recursos de maneira racional
(OMS, 2002).

No Brasil, no final da década de 1980, estimou-se a prevaléncia de DM na
populacdo adulta em 7,6% (MALERBI; FRANCO, 1992); dados de 2010 apontam
taxas mais elevadas, em torno de 15% em Ribeirdo Preto, no estado de S&o Paulo,
por exemplo (MORAES et al., 2010). Estudo recente, realizado em seis capitais
brasileiras, com servidores de universidades publicas, na faixa etaria de 35 a 74
anos, poréem com medidas laboratoriais mais abrangentes, encontrou uma
prevaléncia de cerca de 20%, aproximadamente metade dos casos sem diagnéstico
prévio (SCHMIDT et al., 2014). Em 2014, estimou-se que existiriam 11,9 milhdes de
pessoas, na faixa etéria de 20 a 79 anos, com diabetes no Brasil, podendo alcangar
19,2 milhdes em 2035 (FEDERACAO INTERNACIONAL DIABETES, 2014).

2.4.3 Classificacdo do diabetes mellitus

O DM baseia-se na etiologia e ndo no tipo de tratamento, portanto, 0s
termos “DM insulino-dependente” e ‘DM insulino-independente” devem ser
eliminados dessa categoria classificatéria. A classificacdo proposta pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e pela Associacdo Americana de Diabetes
(AAD), inclui quatro classes clinicas: diabetes mellitus tipo 1 (DM-1), diabetes
mellitus tipo 2 (DM-2), outros tipos especificos de DM e DM gestacional. Ha ainda
duas categorias, referidas como pré-diabetes, que sdo a glicemia de jejum alterada e
a tolerancia a glicose diminuida. Essas categorias ndo sao entidades clinicas, mas
fatores de risco para o desenvolvimento de DM e doencgas cardiovasculares
(ALBERTI; ZIMMET, 1999; ASSOCIATION AMERICAN DIABETES, 2014, 2015).
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A evolugdo para o DM-2 ocorre em um periodo de tempo variavel,
passando por estagios intermediarios que recebem a denominacédo de glicemia de
jejum alterada e tolerancia a glicose diminuida. Tais estagios sao decorrentes de
uma combinacédo de resisténcia a acao insulinica e disfungédo de célula 3. No DM-1,
0 inicio geralmente & abrupto, com sintomas que indicam de maneira contundente a
presenca da enfermidade (FEDERAQAO INTERNACIONAL DIABETES, 2014; OMS,
2002).

2.4.4 Critérios de diagnostico

O critério para o diagnéstico do DM foi modificado, em 1997, pela AAD e,
posteriormente, aceito pela OMS e pela Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD)
(FEDERAC}AO INTERNACIONAL DE DIABETES, 2014; OMS, 2002). As
modificacdes foram realizadas com a finalidade de prevenir de maneira eficaz as
complicagbes micro e macrovasculares do DM (MORAES et al., 2010; SCHMIDT et
al., 2014).

Os critérios aceitos para o diagndstico do DM com utilizagdo da glicemia
sdo trés (QUADRO1): (1) Sintomas de polidria, polidipsia e perda ponderal
acrescidos de glicemia casual 2200 mg/dL. Compreende-se por glicemia casual
aguela realizada a qualquer hora do dia, independentemente do horario das
refeicdes; (2) Glicemia de jejum = 126 mg/dL. Em caso de pequenas elevacdes da
glicemia, o diagnostico deve ser confirmado pela repeticdo do teste em outro dia
(FEDERACAO INTERNACIONAL DIABETES, 2014; OMS, 2002); (3) Glicemia de 2
h pos-sobrecarga de 75 g de glicose = 200 mg/dL(OMS, 2002; FEDERACAO
INTERNACIONAL DE DIABETES, 2014).
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Quadro 1 - Valores de glicose plasmatica em (mg/dL) para diagnéstico de
diabetes mellitus e seus estagios pré-clinicos.

Categoria Jejum* 2 h apés 75g de Casual**
glicose

Glicemia normal <100 <140

Tolerancia a >2100a< 126 >140a< 200

glicose diminuida

Diabetes mellitus | =126 =200 = 200 (com
sintomas
classicos)***

(*) O jejum é definido como a falta de ingestdo calérica por no minimo 8 h.
(**) Glicemia plasmaética casual é aquela realizada a qualquer hora do dia,

sem se observar o intervalo desde a ultima refeigao.

(***) Os sintomas classicos do DM incluem polidria, polidipsia e perda nao

explicada de peso.

Fonte: Federacao Internacional de Diabetes (2014).

2.4.5 Neuropatia diabética

A neuropatia diabética é um distarbio neurolégico demonstravel
clinicamente ou por métodos laboratoriais em pacientes diabéticos, quando
excluidas outras causas de neuropatia (BOULTON et al., 2005; ENGLAND et al.,
2005). Em geral, o acometimento patolégico do sistema nervoso é muito amplo e,
inlmeras vezes, bastante grave no DM. A prevaléncia da neuropatia diabética
alcanca niveis elevados com a evolucao temporal da doenca, chegando geralmente
a frequéncias de 50% de lesdo neuropatica em diferentes grupos de pacientes
analisados nos ambitos nacional e internacional. Entretanto, essa prevaléncia pode
aumentar significativamente e atingir valores proximos a 100% de acometimento
guando se utilizam métodos diagnésticos de maior sensibilidade, como os
eletrofisiol6gicos (DYCK et al.,, 1993; PARTANEN et al., 1995). Pode-se detectar
distarbio neuroldgico precocemente na evolu¢cdo de DM-2, muitas vezes desde o
momento do diagndéstico, enquanto nos pacientes DM-1 normalmente surge cinco ou
mais anos apos o diagndstico, devendo-se realizar avaliacdo para tal complicagédo

nestes momentos e depois anualmente por meio de testes que serdo descritos
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posteriormente. E notdrio, entdo, que o acometimento neuropatico dos pacientes
seja geralmente precoce e de alta prevaléncia, a maioria constituindo-se em triopatia
diabética — oftalmo, nefro e neuropatia — e sendo um importante problema de saude,
gue ocasiona morbidade e mortalidade e piora significativamente a qualidade de
vida por incapacitacédo e diminui¢cdo de sobrevida. Atualmente, ndo ha duvida de que
o bom controle metabdlico do diabetes reduz a frequéncia e a intensidade da lesédo
neurolégica (ANG et al., 2014; MARTIN et al., 2014).

Nessa situacdo patoldgica, a lesdo neurologica € extensa no organismo
humano diabético, envolvendo amplamente todo o sistema nervoso periférico em
seus componentes sensorimotor e autbnomo, com clinica caracteristica e
concordante com as hipoteses patogénicas de natureza metabdlica e/ou
microvascular. Nos estudos que se tém realizado com grupos de pacientes
diabéticos usando-se metodologia clinica rotineira, verificou-se predominancia nitida
da neuropatia sensorimotor. Entretanto, essa situagcao pode ocorrer em razao da
metodologia empregada, ja que os testes de funcédo autonémica sao de uso rotineiro
mais dificil, envolvendo métodos e equipamentos mais sofisticados. Desse modo, o
quadro clinico da neuropatia pode variar amplamente, desde formas assintomaticas
até a presenca de manifestacbes pouco especificas, somaticas e/ou autonémicas.
Como se mencionou anteriormente, 0 acometimento patolégico na neuropatia
diabética geralmente € amplo no organismo, apresentando-se de duas formas
principais: Polineuropatia sensorimotora simétrica e neuropatia autondémica
(cardiovascular, respiratéria, digestiva e geniturinaria) (KING et al., 2001;
PFUTZNER et al., 2001).

2.5 Diabetes mellitus experimental em animais

O DM experimental em animais de laboratorio tem sido induzido utilizando
substancias quimicas, cirurgia, manipulacdes genéticas e imunologicas. As
substancias quimicas mais frequentemente utilizadas para indugcdo do DM
experimental em animais sédo o aloxano e a estreptozotocina (AHN; LEE, 1998; KIM
et al., 2002).

O aloxano e a estreptozotocina sdo 0s agentes mais utilizados para induzir

DM-1 em modelos animais. A estreptozotocina em combinacdo com regimes
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alimentares ou outros tipos de manipulagdes em animais (animais nocaute) também
podem ser utilizadas para induzir DM-2 (RADENKOVIC et al., 2016). A
estreptozotocina € conhecida também por ter acdo sobre o pancreas além de seus
efeitos hepatotoxicos e toxicidade sobre as vias biliares causando interrupcdo dos
niveis de acidos biliares e do fluxo biliar em ratos (WATKINS; SHERMAN,1992). Por
outro lado, a administracdo de aloxano induz um estado de diabetes que é
particularmente semelhante ao DM-1 em seres humanos (FEDERIUK et al., 2004). E
por isso que a administracdo de aloxano € preferencial e mais apropriada quando
desejamos trabalhar como o modelo de DM-1 (RADENKOVIC et al., 2016). Além
disso, o aloxano induz diabetes com baixa taxa de mortalidade dos animais do que
com estreptozotocina e menos efeitos toxicos (RADENKOVIC et al., 2016).

O aloxano pode ser utilizado para induzir DM em ratos (AHMED; ZAHRA,
2011; GURUSUBRAMANIAN; ROY, 2014), camundongos (DEY et al., 2015;
FAVARO et al.,, 2015), coelhos (CHIANG et al., 2014; IRSHAD et al., 2015) e
cachorros (HOWELL et al., 2013; MARTINEK, et al.,1992).

O modelo de DM induzido por aloxano em animais de experimentacao
tem sido amplamente empregado para os estudos de agentes terapéuticos e
preventivos da doenca, dos eventos bioquimicos, hormonais e morfologicos que
ocorrem durante e apdés a inducdo do estado diabético (RIBEIRO et al., 2007;
ZANOELLO et al., 2002). O modelo de DM também se apresenta como uma valiosa
ferramenta para a pesquisa de condicBes patologicas associadas ao diabetes
(RANDENKOVIK et al., 2016).

O modelo de DM induzido por aloxano foi frequentemente utilizado no
meio cientifico por diversos pesquisadores para inducdo de DM em ratos e
camundongos (DELFINO et al., 2002; LIMA et al.,, 2001; LERCO et al.,, 2003;
LENZEN, 2008; NEGRI, 2005; RAMAR et al., 2012; RAAFAT; ISSA; BULE, 2015;
SAMY, 2014; SAMADDER et al., 2011; SULAIMAN et al., 2012; SCHOSSLER et al.,
2004; TAKEMOTO et al., 2016).

Nos estudos que utilizaram o modelo de DM em camundongos a doenca
foi induzida por via intraperitoneal (ip) e intravenosa (iv) com diferentes doses de
aloxano 50, 75, 100, 180, 200 e 300 mg/Kg de animal (HO et al., 1999; ISSA; BULE,
2015; RAMAR et al., 2012; SUMAIMAN et al., 2012; RAAFAT; SAMY, 2014,
TAKEMOTO et al., 2016). Nestes estudos, porém com as doses de aloxano
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utilizadas néo foram relatados dados sobre percentual de inducédo do DM, percentual

de mortalidade nem sobre neuropatia desenvolvida pelos animais.
2.6 Aloxano

O aloxano (2,4,5,6-tetraoxipirimidina, 5,6-dioxi-uracilo) € um derivado da
pirimidina que é sintetizado por oxidagdo com &cido urico (LENZEN, 2008). E um
composto hidrofilico e instavel com uma estrutura semelhante a glicose. A sua
propriedade hidrofilica o impede de penetrar na bicamada lipidica da membrana
plasmatica, enquanto que a estrutura semelhante a glicose permite uma entrada do
aloxano nas células (3. Estas propriedades do aloxano sdo essenciais para o0
desenvolvimento do diabetes (LENZEN; MUNDAY, 1991).

2.6.1 Farmacocinética

O aloxano em solucdo aquosa se decompde espontaneamente em
poucos minutos em acido aloxanico ndo diabetogénico (LENZEN; MUNDAY, 1991).
A meia-vida do aloxano € muito curta (LENZEN, 2008). Em temperatura de 37°C e
pH de 7,4 a meia-vida do aloxano é igual a 1,5 minutos (LENZEN, 2008). Em
temperaturas mais baixas, a meia-vida do aloxano é mais longa, e uma vez que o
aloxano é um acido fraco, é mais estavel a pH mais baixo (LENZEN, 2008; LENZEN;
MUNDAY, 1991). Quando uma dose diabetogénica de aloxano € utilizada antes do
seu tempo de decomposicdo, isto é suficiente para permitir que ele alcance o
pancreas de animais em quantidades que sado deletérias ao 6rgdo (SZKUDELSKI,
2001).

2.6.2 Mecanismo de acéo do aloxano

O aloxano produz seu efeito patoldgico, logo apds a entrada nas células 3
pancreaticas, através de dois mecanismos independentes, nomeadamente a inibi¢cao
da glicoquinase e a geracdo do ciclo de espécies reativas de oxigénio (ERO). A
glicoquinase € uma isoenzima das hexoquinases e uma das principais enzimas no
figado, bem como em células B pancreéticas (ACCILI, 2011; IYNEDJIAN, 2009; LIN;
WILSON, 2003). No figado, a glicoquinase é importante para o processo de

armazenamento de glicose na forma de glicogénio, enquanto que nas ceélulas



39

pancredaticas tem uma funcdo de sensor de glicose e controle da secrecdo de
insulina (IYNEDJIAN, 2009; WILSON, 2003). O aloxano é um potente inibidor da
glicoquinase que reduz a oxidacao da glicose e a geracdo do ATP, o que suprime a
secrecdo de insulina (LENZEN, 2008; PANTEN, 1988a). O aloxano exibe alta
afinidade para os compostos celulares contendo SH, tais como a glicoquinase
(SZKUDELSKI et al, 1998). A inativacdo da glicoquinase mostrou ser a
consequéncia da reacédo de aloxano com dois grupos glicoquinase SH ao lado da
ligacdo do acucar desta enzima (SZKUDELSKI et al., 1998). Zhang et al. (2009)
mostraram que o aloxano é capaz de reduzir tanto a concentragdo como a atividade
da glicoquinase no figado, e que esta caracteristica do aloxano desempenha um
papel importante no processo de indu¢do do DM-1.

No pancreas, ocorre a destruicdo seletiva das células B com reducdo no
tamanho e numero das ilhotas pancreaticas (SCHOSSLER et al., 2004). Pouca
diminuicdo de granulos no nucleo e citoplasma das células 3 é detectada com 5
minutos apos injecdo da dose diabetogénica de aloxano (BAILEY et al., 1944).
Porém, apés 1h, aproximadamente 40% das células B pancreaticas sofrem necrose
(JORNS et al., 1997), as membranas celulares das organelas como granulos
secretorios, cisternas do reticulo endoplasmatico rugoso, complexo de golgi e
mitocondria se rompem perdendo suas estruturas. A propor¢do de células
necroticas aumenta apos 2 e 4 h para aproximadamente 60 e100%, respectivamente
(JORNS et al., 1997).

Um dos alvos das ERO é o DNA das ilhotas pancredticas, e sua
fragmentacao ocorre nas células 3 expostas ao aloxano (SAKURAI; OGISO, 1995).
O dano ao DNA estimula a ribosilacdo de ADP, um processo participante do reparo
do DNA, o qual depleta NAD" celular, resultando em dano das células B (PARK et
al., 1995). Alguns inibidores da poliribosilacdo como a superdoxido dismutase,
catalase e “varredores” enzimaticos de radical hidroxil podem parcialmente restringir
a toxicidade do aloxano (JORNS et al., 1999).

2.6.3 Diabetes mellitus tipo 1 induzido por aloxano

O aloxano induz um diabetes insulino-dependente. No entanto, apos
apenas 2 minutos apés a aplicacdo de aloxano, o aumento da insulina no sangue

pode ser observado (SZKUDELSKi et al., 1998). Este aumento da insulina €
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considerado um dos efeitos metabdlicos do aloxano, sendo seguido pela reducéo do
nivel de glicose plasmatica. Um das possiveis explicacbes para este efeito
metabdlico induzido por aloxano € provavelmente ligado ao aumento induzido pelo
aloxano no calcio intracelular. Além disso, tem sido demonstrado que diferentes
blogueadores de canais calcio tais como verapamil, diltiazem ou nicardipina tém
efeitos supressores sobre o desenvolvimento de diabetes induzida por aloxano
(KATSUMATA, 1992; KIM et al.,, 1994; MIYAO; KATSUMATA, 1998). Os efeitos
destes bloqueadores dos canais de calcio no desenvolvimento de diabetes
confirmam assim um possivel papel do calcio neste modelo de diabetes.

A outra explicagdo para o alto nivel de insulina no inicio do diabetes
induzido por aloxano pode estar ligado a uma reducao inicial de consumo de ATP
resultante do bloqueio da fosforilacdo da glicocinase, que produz um aumento
transitério do ATP nas células B que desencadeia uma liberacdo transitoria de
insulina (LENZEN, 2008).

Segundo Sakurai e Ogiso (1994) as células [ pancredticas expostas a
hiperglicemia também produzem ERO. Devido ao fato destas células B serem
sensiveis ao estresse oxidativo, o excesso de ERO pode causar disfuncado dessas
células o que parece ocasionar deplecéo de glutationa pancreética (GSH), que ja foi
observado em ratos diabéticos induzidos por aloxano (MOUSTAFA, 1998).

Adicionalmente um estudo conduzido por Altamare et al. (1997)
demonstraram que a deplecéo de glutationa pode alterar o “status redox” das células
pancreaticas podendo prejudicar a sintesede insulina e/ou disfuncdo severa das
células B pancreédticas além de conduzir a complicacdes diabéticas. Apds a
aplicacdo do aloxano em animais de laboratério, este destroi apenas as células
pancreaticas, deixando as células a e 0 intactas (DUNN et al., 1944; KUMAR et al.,
2012).

2.7 Metformina

A MTF (cloridrato de 1,1-dimetilbiguanida) é um farmaco anti-diabético,
biguanida, de uso oral e aprovado pelo Food and Drug Administration (FDA), uma
agéncia de regulacdo de drogas e alimentos norte-americana. A MTF € também de

origem natural (Galega officinalis), uma planta usada na medicina popular por
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séculos. Além disso, a MTF funciona como um supressor da gliconeogénese
principalmente no DM-2 (DEL BARCO et al., 2011; DOWLING et al., 2011).

A MTF faz parte de um grupo farmacoldgico dito dos sensibilizadores de
insulina, as biguanidas, isto é, ndo sdo capazes de estimular a secrecéo de insulina,
agem em tecidos periféricos tendo como acdo principal melhorar a resisténcia
insulinica. As biguanidas foram inicialmente empregadas para o tratamento do DM-2
baseado no efeito hipoglicemiante da guanidina, uma droga que se mostrou
hepatotoxica. A separacdo do efeito hepatotoxico do anti-hiperglicemiante resultou
na sintese das biguanidas: fenformina e MTF. Devido a possibilidade de precipitar a
acidose latica, a fenformina foi retirada do mercado. A MTF difere da fenformina em
alguns aspectos que diminuem muito a chance de acidose latica (ROOS et al.,
2009).

2.7.1 Mecanismo de acao

O principal efeito anti-hiperglicemiante da MTF consiste na reducédo da
gliconeogénese hepatica (BOSI et al., 2009; HUNDAL et al., 2000). Além disso, ela
diminui a absorgdo gastrointestinal de glicose, aumenta a sensibilidade a insulina
nos tecidos muscular e adiposo, e melhora indiretamente a resposta da célula N a
glicose por reduzir a glicotoxicidade e os niveis de &cidos graxos livres
(KIRPICHNIKOQV et al., 2002). Nos tecidos periféricos, a MTF facilita o transporte de
glicose por aumentar a atividade da tirosinaquinase nos receptores de insulina
(DOMINGUEZ, et al., 1996) e a translocacao de transportadores de glicose para a
membrana celular (HUNDAL et al., 1992; MATTHAEI et al., 1991). Em adi¢do, um
efeito protetor nas células N tem sido demonstrado em ensaios in vitro (MARCHETTI
et al., 2004).

Em nivel molecular, a MTF gera muitos dos seus efeitos a partir da
ativacdo (exceto no hipotdlamo) da proteina quinase ativada por adenosina
monofosfato (AMPK) (DZAMKO et al., 2009; LIM et al., 2010; ZANG et al., 2004) A
AMPK tem uma importante funcdo na regulacdo do metabolismo e controla tanto o
gasto de energia, como o apetite (DZAMKO et al., 2009). O mecanismo pelo qual a
MTF ativa essa enzima nao € totalmente conhecido; entretanto, foi demonstrado que
as biguanidas ativam a AMPK indiretamente via inibicdo do complexo | da cadeia
respiratéria, o que resulta em um aumento da relagdo AMP/ATP (OWEN et al.,

2000). De gqualquer forma, isso é controverso, ja que alguns experimentos in vitro
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ndo encontraram mudancas significativas nas concentracdes desses nucleotideos
(FRYER et al., 2002; MUSI et al., 2002). Além disso, Zou et al. (2004) propuseram
um caminho diferente, no qual a AMPK ¢é ativada via aumento de espécies reativas
ao nitrogénio (ERN). A serina-treonina quinase (LKB1), uma enzima que tem sua
atividade aumentada pela MTF, também € requerida na ativacdo da AMPK (SHAW
et al., 2005) e sua atividade parece ser modulada por ERN (ZOU et al., 2004).

2.7.2 Farmacocinética

A MTF possui absorcao incompleta e lenta pelo segmento superior do
intestino delgado. Sua meia-vida varia de 4 a 8 h e seu pico de concentracdo
plasmatica é atingido entre 1 e 2 h apés uma dose de 500 mg a 1000 mg. A MTF é
rapidamente distribuida e ndo se liga a proteinas plasmaticas. A eliminacdo é
predominantemente renal, sem metabolizag&o, através de secrec¢ao tubular proximal
(90% dentro de 12 h), mas 20 a 30% da excrecdo podem ser realizadas pelas fezes.
Estudos indicam um efeito maximo nas dosagens de 1,5 a 2 gramas por dia (ERIKA
et al., 2006).

2.7.3 Metformina no tratamento do diabetes mellitus

A MTF esta indicada no tratamento de primeira linha do DM-2 além de
ajudar na prevencao e dificultar a instalacdo clinica do diabetes. A MTF melhora a
acdo da insulina, aumentando o transporte de glicose, sintese de glicogénio e lipideo
(GUNTON et al., 2003). Mesmo na auséncia de insulina, melhora o transporte de
glicose e a atividade da tirosina quinase do receptor do fator de crescimento 1
semelhante a insulina (IGF-1R) (KIRPICHNIKOV et al., 2002).

Por ter acdes independentes da insulina, a MTF pode ser um coadjuvante
a terapia insulinica, no tratamento do DM-1 no qual ocorre uma reducdo da
necessidade de insulina diaria (GOMEZ et al., 2002; HAMILTON et al., 2003;
MEYER; GUERCI, 2003; MEYER et al., 2003; SARNBLAD et al., 2003).

A MTF apresenta efeitos na producéo e distribuicdo de glicose, perfuséo
tecidual, metabolismo lipidico, perda de peso e, possivelmente, na secrecdo
insulinica. Por estas acdes, ela é considerada um agente mais anti-hiperglicémico do
gue hipoglicémico (RADZIUK et al., 2003).
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Em um estudo publicado pela AAD, a MTF foi capaz de diminuir a
concentracdo de glicose plasmética de jejum em 60-70 mg/dL em pacientes com
DM-2. Interessantemente, a MTF ndo afeta a concentracdo de glicose sérica de
animais saudaveis em jejum, mas a reduz significativamente em animais diabéticos
(CHENG et al., 2001).

O efeito da MTF em baixar a glicemia no DM-2 é principalmente uma
consequéncia da reducdo da gliconeogénese hepatica, da glicogendlise, e
estimulacdo da entrada de glicose no muasculo e adipdcitos. Além de aumentar a
expressdo dos transportadores de glicose e glicélise nos tecidos periféricos,
explicam o seu efeito de sensibilizacdo insulinica (OWEN et al., 2000,
KIRPICHNIKQOV et al., 2002; ROOS et al., 2009). Um mecanismo para explicar um
namero de acBes da MTF tem sido proposto, baseado na ativacdo da AMPK
(DETAILLE et al., 2005; GUIGAS et al., 2004; OUSLIMANI, et al., 2005).

2.7.4 Metformina e outras acdes

A MTF tem demonstrado desempenhar um potencial papel anti-
cancerigeno através de mecanismos moleculares via ATM/LKB1/AMPK e alvo da
rapamicina em mamiferos (IMTOR) (DEL BARCO et al., 2011). A via mTOR regula o
crescimento celular e tumorigénese, e associados com a progressao tumoral. No
entanto, este papel no CCR é principalmente limitado pela observacdo de base
populacional ou clinica baseada em estudos retrospectivos. Nado ha conclusbées
definitivas sobre os efeitos da MTF no desenvolvimento do CCR a nivel molecular.

A MTF mostrou também importante papel na protecdo da hiperalgesia,
alodinia e diminuicdo do estresse oxidativo em ratos diabéticos induzidos por
estreptozotocina, provavelmente através da ativacdo da AMPK. Além disso, a MTF
foi capaz de ativar a AMPK e seus genes alvo no nervo ciatico desses animais,
sugerindo envolvimento da AMPK no efeito neuroprotetor da MTF (JUNXIONG et al.,
2015).

Adicionalmente, a MTF mostrou importante efeito neuroprotetor durante
0 uso de antineoplasicos no modelo de neuropatia periférica induzida por CDDP e
paclitaxel em camundongos. Foi observado que essa protecédo estava associada a
uma reducado da perda das fibras nervosas epidérmicas intraplantares (MAO-YINER
et al., 2014).
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3 JUSTIFICATIVA

Segundo estimativa do INCA (2016) a incidéncia de CCR tende em
aumentar tanto em homens como em mulheres. Essa tendéncia do crescimento do
CCR é reforcada por estatisticas mundiais que mostram o CCR entre as principais
causas de morte em todo o mundo, representando assim um importante problema
de saude publica (TORRE et al., 2015).

A introducdo da OXL nos esquemas de quimioterapia para o tratamento
do CCR é imprescindivel para o aumento da expectativa de vida dos pacientes com
essa condicdo em até aproximadamente 20 meses (GOLDBERG et al.,, 2003).
Entretanto, os pacientes apresentam como efeito colateral, parestesia e disestesia
associadas a NSP, aumentando as chances de interrup¢cédo do esquema terapéutico
com esse farmaco e desfavorecendo o adequado manejo clinico do cancer.

A NSP induzida por OXL ainda é pouco compreendida, no que diz
respeito aos seus aspectos celulares e moleculares. Varios alvos moleculares foram
propostos. Na pratica clinica o uso de antidepressivos, anticonvulsivantes, opidides
e vitamina E tem tido pouco sucesso no tratamento da neuropatia induzida por OXL.

Além disso, o tratamento de pacientes diabéticos com OXL pode
exacerbar a NSP induzida por OXL. Segundo a Federacao Internacional de Diabetes
(2014) uma epidemia de DM estd em curso no mundo. O numero de diabéticos esta
aumentando em virtude do crescimento e do envelhecimento populacional, da maior
urbanizacdo, da progressiva prevaléncia de obesidade e sedentarismo, bem como
da maior sobrevida de pacientes com DM (OMS, 2002).

Estudos clinicos retrospectivos com pacientes diabéticos e nao diabéticos
em uso de doses cumulativas de OXL ndo mostraram diferenca significativa no
desenvolvimento da NSP induzida por OXL. Porém estes estudos apresentaram
limitagbes quanto ao numero reduzido de pacientes nos grupos, dificuldade de se
obter um grupo controle compativel com o grupo tratado e exclusédo de pacientes
com graus iniciais de NSP (RAMANTHAN et al., 2010; UWAH et al., 2012).

Diante destes dados epidemiolégicos que aumentam a relevancia de
estudar as relacOes e possiveis influéncias do inicio e curso da NSP induzida por

OXL em camundongos diabéticos. O estudo dessa condicdo em modelos animais



45

permite um aprofundamento dos mecanismos celulares e moleculares, levando a
descoberta de novos alvos com potenciais de tratamento da toxicidade.

Alguns pesquisadores ja mostraram o efeito benéfico da MTF sobre a
neuropatia periférica diabética induzida por estreptozotocina. Adicionalmente outros
pesquisadores mostraram também o efeito neuroprotetor da MTF sobre a neuropatia
induzida por antineoplasicos como CDDP e paclitaxel.

Entretanto, até o presente, ndo consta na literatura cientifica nenhum
estudo sobre o efeito da MTF na NSP consequente a OXL. Assim a investigacao
desse efeito, bem como os mecanismos e mediadores envolvidos na fisiopatologia
da NSP induzida por OXL constitui feito inédito e necessario devido ao uso cada vez

crescente desse farmaco em protocolos clinicos para pacientes com CCR no mundo.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Estudar a NSP induzida por OXL em camundongos, a influéncia do DM e
o efeito protetor da MTF.

4.2 Objetivos Especificos

Investigar se uma condicdo pré-existente de DM poderia influenciar o

inicio e/ou o curso da NSP;

e Investigar o efeito protetor da MTF na neuropatia induzida por OXL

mediante estudo da hiperalgesia mecéanica plantar e alodinia térmica;

e Investigar a influéncia da MTF na marcagdo de ATF-3 no GRD e corno
dorsal da ME de camundongos néo diabéticos com NSP;

e Investigar a influéncia da MTF na marcacao de c-Fos no GRD e corno
dorsal da ME em camundongos nédo diabéticos com NSP;
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss (Mus musculus), machos de 6 al2
semanas de idade, pesando entre 20 e 35 gramas obtidos no biotério central da
Universidade Federal do Ceara (UFC). Os animais foram acondicionados em gaiolas
de polipropileno apropriadas, receberam agua e ragéo “ad libitum”, foram mantidos
em ciclos de claro e escuro de 12/12 horas com temperatura ambiente média

controlada a 26 + 2°C, exaustdo de gases e reducao de ruidos.

5.2 Aspectos éticos

Em todos os experimentos foram observados os principios éticos da
experimentacdo animal normatizados pelo colégio brasileiro de experimentacéo
animal (COBEA). Os protocolos experimentais desenvolvidos no laboratério de
farmacologia da inflamacéo e cancer (LAFICA) foram executados de acordo com as
diretrizes aprovadas pela Comissdo de Etica em Uso de Animais (CEUA) da
Faculdade de Medicina da UFC que rege 0 manuseio de animais experimentais

tendo sido aprovado e registrado sob N° 27/2012.

5.3 Drogas e reagentes

As drogas, insumos e reagentes utilizados nos experimentos foram:
Aloxano (Sigma-USA); Oxaliplatina 20 mg/5mL; Metformina; alcool 70%; &gua
destilada; eosina; hematoxilina; formol a 10%; solucdo salina estéril 0,9%; frutose
5%;glicose 5%; paraformaldeido; tribromo; Tissue-tek; Glicose-liquiform (Labtest);
sacarose; PBS; BSA; tampéao citrato; Anticorpo anti-c-Fos (Santa Cruz
Biotecnology®); anticorpo anti-ATF-3 (Abcam); NeuN conjugado com Alexa Fltor 488

(Merk Millipore); anti-igG de coelho alexa fliior 568 (Invitrogen®);
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5.4 Materiais e equipamentos

Durante o decorrer dos experimentos foram utilizados diversos materiais,
aparelhos e instrumentos, nominados a seguir:

Agulhas 13x4,5 mm e 25x0,7 mm; Aparelho de ultracentrifugacao;
Autoclave (FABE); Alicates de ac¢o-indx (Mundial); Balanca Analitica modelo 2004
(Beckman); Becker de 50cc e 250 cc; Cadinho de Porcelana; Cabine de Fluxo
Laminar, classe I1-B-2;Centrifuga Beckman (modelo J2-21-Beckman); Equipamento
de Von Frey Eletronico (Insight); Equipamento de Rota Rod (Insight); Material
cirGrgico (tesouras, pingas anatémicas e dente de rato); Microscépico Optico (Zeiss-
Axiovert 10 Zeiss West Germany); Microscopio confocal (Zeiss LSM 710);
Microscopio Optico (Leica); Micropipetas automaticas 10 ulL, 20 uL, 50 uL, 100 uL,
200 uL, 1000 uL(Gilson); Seringas de 1 cc, 5 cc, 10 cc, 20 cc e 60 cc (BD); Tubos de
plastico de fundo conico de 20 cc e 50 cc (Corning); Pipetas automaticas; Pistilo de

porcelana; Ponteiras amarelas e azuis para pipetas automaticas; Pin¢cas de aco-inox;

5.5 Protocolos experimentais

[) 12 Etapa: Protocolo para avaliacdo da inducdo do diabetes mellitus em
camundongos

O protocolo teve como objetivo observar qual a dose de aloxano era
capaz de causar DM-1 e hiperglicemia associado com e sem neuropatia nos
camundongos.

Foi utilizado o modelo de DM induzido por aloxano em camundongos e
ratos ja utilizado em outros trabalhos (DORNAS et al., 2006; KIRSTEN et al., 2010;
LERCO et al., 2003; SCHOSSLER et al., 2004; WEISBREN, 1948).

O modelo de DM-1 induzido por aloxano consistiu na administracdo de
Unica injecdo de aloxano por via iv. nos camundongos previamente anestesiados
com tribromo 0,1 ml por 10 g de animal em ambiente com pouca luminosidade para
a inducao de hiperglicemia apos jejum para soélidos de 12 ou 18 horas.

O aloxano foi pesado na hora da sua utilizagdo em balanca de preciséo,
sala com pouca luminosidade, dissolvido em salina 0,9% estéril e protegido da luz
em tubo de fundo cbénico 10 cc (Falcon) estéril envolvido em papel aluminio, devido

a sua elevada fotossensibilidade.
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Os animais antes e ap6s o tratamento com aloxano passaram por teste

de Von Frey, glicemia e avaliagdo ponderal (FIGURA 5).

Os animais foram divididos em grupos de 6 animais:

e Grupo 1: Salinaa 0,9 %, 10 mL/Kg, iv.;

e Grupo 2: Aloxano 25 mg/Kg, iv.;
e Grupo 3: Aloxano 50 mg/Kg, iv.;
e Grupo 4: Aloxano 75 mg/Kg, iv.;

e Grupo 5: Aloxano 100 mg/Kg, iv.;

e Grupo 6: Aloxano 125 mg/Kg, iv.;

Figura 5 - Desenho esquematico do protocolo de indu¢cdo DM-1 por aloxano e

avaliacdo da NSP em camundongos

Grupo Salina 0,9% 10mL/Kg, iv.

controle

Grupos Aloxano | 75 mg/kg, iv.

25 mg/kg, iv,
—_—
50 mg/kg, iv.
- S

tratados

Unico em

Tratamento | 100 mg/kg, iv.
—=

jejum 125 mg/kg, iv.
L - - o

Testes/Ensaios:

- Dosagem de
Glicemia;

-Teste de Von Frey
eletrdnico;

- Avaliagdo ponderal;

Determinar o
inicio e o curso

da DM-1

Fonte: Elaborado pelo autor.

II) 22 Etapa: Protocolo de avaliagdo da NSP por OXL em camundongos nao

diabéticos

O protocolo teve por objetivo determinar qual a dose de OXL era capaz de

causar NSP nos camundongos.

Foi utilizado o modelo de NSP induzida pelo agente antineoplasico OXL,

modificado no LAFICA por Pontes, 2009.

O modelo consistiu na administracado de nove injecdes de OXL dissolvido

em solucao de glicose a 5% iv. pela veia lateral caudal dos animais na concentracao

de 0,1 mL/10g de animal utilizando agulha 0,45 x 13 mm em seringa de 1 cc
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previamente anestesiados com tribromo 0,1 ml por 10 g de animal por quatro
semanas e meia para induzir a NSP (PONTES, 2009).

Os animais antes e ap0s o tratamento com OXL passaram por teste de
Von Frey, rota-rod e avaliacao ponderal (FIGURA 6).

Os animais foram divididos em grupos de 6 animais:

e Grupo 1: Glicose a 5%, 10 mL/Kg, iv.;

e Grupo 2: OXL 1,0 mg/Kg, iv.;

e Grupo 3: OXL 2,0 mg/Kg, iv.;

e Grupo 4: OXL 4,0 mg/Kg, iv.;

Figura 6 - Desenho esquematico do protocolo de inducdo e avaliacdo da NSP por

OXL em camundongos

Testes/Ensaios:

Glicose 5% 10mL/Kg, iv.
Grupo | N
controle " - Teste de Von Frey

eletrdnico;
1,0 mg/kg, iv.
—_—

Grupos Oxaliplatina | 2,0 mg/kg, iv. - 1este rota rod;
tratados >

; Determinar o
4.0 mg/kg, W'a - Avaliagdo pol ‘ inicio e o curso
2 x semana/ da NSP

4 5 semanas

Fonte: Elaborado pelo autor.

[I) 32 Etapa: Protocolo de avaliagdo da NSP por OXL em camundongos
diabéticos

O protocolo teve por objetivo avaliar se uma condi¢cdo pré existente de
DM-1 poderia influenciar o inicio e/ou o curso da NSP induzida por OXL nos
camundongos.

A NSP foi induzida com OXL em camundongos com DM-1 e hiperglicemia
como ja descrito anteriormente nas etapas primeira e segunda do presente estudo.

A OXL somente pode ser diluida com glicose a 5% ou com frutose a 5%
guando for utilizada em pacientes ou animais diabéticos.

Os animais antes e ap0s o tratamento com aloxano e/ou OXL passaram

por teste de Von Frey, glicemia e avaliacdo ponderal. Apos 56 dias de experimentos
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foi realizada a andlise histopatolégica do péncreas dos animais como descrito

anteriormente (FIGURA 7).

Os animais foram divididos em grupos de 6 animais:

e Grupo controle: Os animais foram tratados com frutose a 5%, 10

mL/Kg, iv.;

e Grupo aloxano: Os animais foram tratados Unica vez com aloxano 50

mg/Kg, iv.;

e Grupo OXL: Os animais foram tratados com OXL 4,0 mg/Kg. iv.;

e Grupo aloxano + OXL: Os animais foram tratados Unica vez com

aloxano 50 mg/Kg, iv. + OXL 4,0 mg/Kg, iv. por 2x/semana/4,5 semanas.

Figura 7 — Desenho esquematico do protocolo de inducdo da NSP por OXL e

avaliagdo em camundongos com DM-1

Testes/Ensaios:

Frutose a 5% 10 mL/Kg, iv.

- Glicemia;

. -Teste de Von Frey

“ eletronico;

5 - Avaliagdo ponder

Grupo
controle
Aloxano 50 mg/kg, iv.
Gmpos OXL 4,0 mg/kg, iv.
tratados

Aloxano 50 mg/kg, iv. +
OXL 4,0 mg/kg, iv.

- Andlise histop
-légica do pa

L

V]

0 a 56 dias

Ny
A
a cada 7dias

-

Determinar o
inicio e o
curso da NSP

Fonte: Elaborado pelo autor.

IV) 42 Etapa: Protocolo de avaliagcdo do efeito protetor da MTF na NSP induzida

por OXL em camundongos nao diabéticos

O protocolo teve por objetivo avaliar por meio de testes comportamentais

o efeito protetor da MTF na hiperalgesia mecanica plantar e alodinia térmica.

Adicionalmente foi observado o efeito protetor da MTF por microscépio confocal

através da avaliacdo da imunoexpressdo de c-Fos e ATF-3 no GRD e ME dos

camundongos tratados com OXL e comb

inado com MTF.

Foram administradas nove injecdes de OXL 4,0 mg/Kg de animal por via

iv. pela veia caudal por quatro semanas e meia para induzir a NSP em animais



52

previamente tratados com MTF 250 mg/Kg de animal por via oral 48 horas antes e

também durante todo o periodo de indu¢do da NSP com OXL.

Os animais antes e ap0s o tratamento com MTF e/ou OXL passaram por

teste de Von Frey, teste de imersdo da cauda, rota-rod e avaliacdo ponderal. Apos

35 dias de experimentos foi realizada a imunofluorecéncia e microscopia confocal do

GRD e ME dos animais como descrito anteriormente (FIGURA 8).

Os animais foram divididos em grupos de 6 animais:

e Grupo controle: Os animais foram tratados com glicose a 5%, 10

mL/Kg, iv. por 4,5 semanas.

e Grupo MTF: Os animais foram tratados com MTF 250 mg/Kg, vo.

diariamente antes e por 4,5 semanas.

e Grupo MTF + OXL: Os animais foram tratados com MTF 250 mg/Kg, vo.

diariamente por 4,5 semanas seguidas iniciando 48 h antes do

tratamento com OXL 4,0 mg/Kg iv., 2x/semana/4,5 semanas.

e Grupo OXL: Os animais foram tratados com OXL 4,0 mg/Kg, iv.,

2x/semana/4,5 semanas.

Figura 8 — Desenho esquematico do protocolo de inducéo e avaliacdo da NSP com

OXL em camundongos tratados com MTF
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Testes/Ensaios:

%,
-Teste de Von Frey

eletronico;

- Teste térmico;

0 a 35 dias
a cada
7dias

- Teste rota-rod;

- Avaliagdo pon

Fonte: Elaborado pelo autor.
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5.6 Testes comportamentais: nociceptivos e de coordenagcdo motora

5.6.1 Teste de hiperalgesia mecanica plantar — Von Frey

O teste de hiperalgesia mecénica plantar (teste de Von Frey) foi utilizado
para avaliar através do estimulo mecéanico in6cuo e crescente a sensibilidade
tecidual provocada pelos tratamentos com aloxano e/ou OXL semanalmente por 35
ou 56 dias antes e ap0s os tratamentos.

Os modelos experimentais baseados em testes mecanicos permitem
avaliar o aumento da sensibilidade do nociceptor a estimulos in6cuos (alodinia) ou
nocivos (hiperalgesia). Porém, além de estimulo de nociceptores de fibras Ad e
nociceptores de fibras C, também podem ser ativados mecanorreceptores,
resultando em estimulos inespecificos que nem sempre refletem a neurofisiologia da
nocicepcao (LE BARS et al., 2001).

O teste de hiperalgesia foi aplicado nos camundongos antes e apos o
tratamento com aloxano (25, 50, 75, 100 ou 125 mg/Kg, iv.), OXL (1,0; 2,0 e 4,0
mg/Kg, iv.) e aloxano combinado com OXL além de seus respectivos grupos
controles que receberam salina, glicose 5% ou frutose 5%.

O aparelho de Von Frey eletrbnico € um analgesimetro digital composto
de um transdutor de pressao ligado por um cabo a um detector digital de forca, a
qual é expressa em gramas. Ao transdutor foi adaptada uma ponteira descartavel
0,5 mm? que estimula diretamente a pata traseira do animal (FIGURA 9). O
experimentador foi treinado a aplicar a ponteira em angulo reto na regiao central da
pata traseira do animal, com uma pressdo gradualmente crescente, até que
provogue uma flexdo desta pata ou retirada da mesma ap0s o contato com a
ponteira. O estimulo foi entdo interrompido e a forca exercida para promover a
resposta caracteristica foi registrada. O experimentador fez ambientacdo e
condicionamento dos animais antes do experimento. Cuidado foi tomado para nao
estimular o mesmo ponto da pata duas vezes sucessivamente para evitar
aprendizagem ou sensibilizacado dos animais (CUNHA et al., 2004).

As alteracdes nos limiares nociceptivos foram avaliadas exercendo-se
uma pressao linearmente crescente no centro da planta da pata do animal até a
producdo de uma resposta caracterizada como sacudida “flinches” da pata ou

lambida estimulada. Os estimulos foram repetidos por até seis vezes, em geral até o
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animal apresentar trés medidas similarescom uma clara resposta de “flinch” apds a
retirada da pata (CUNHA et al., 2004).

Foram realizadas de trés a seis aplicacOes distintas para cada animal,
antes e apds os tratamentos ja citados, sendo calculada a média aritmética das
medidas. A intensidade de hiperalgesia foi quantificada como a variacao da forgca em
gramas (variagdo da forca em gramas), que é o valor mensurado do tempo zero
subtraido do valor mensurado nas horas apds os tratamentos dos animais.

Durante os experimentos, os animais foram mantidos em caixas acrilicas
medindo 12 x 20 x 17 cm, com assoalho formado por uma rede e malhas medindo
cerca de 5 mm? constituida de arame n&o maleavel de 1 mm de didmetro. As caixas
foram mantidas a uma distancia de 25 cm da superficie de uma bancada, de modo a
permitir a estimulacdo mecanica das patas traseiras dos animais.

Todos os animais da pesquisa foram previamente ambientados e
condicionados nas caixas acrilicas uma vez por semana durante duas semanas

antes dos experimentos por cerca de 2 h para adaptagéo (LAID et al., 2001).

Figura 9 - Aparelho de Von Frey eletronico

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.6.2 Teste de imersao da cauda —TIC

Foi utilizado o teste de imersdo da cauda (TIC) para avaliar a alodinia
térmica ao frio nos animais. O TIC consistiu em imobilizar o animal através de um

contentor de acrilico transparente e depois mergulhar a cauda do animal em agua
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fria a temperatura de 10°C e manté-la imersa até que a sua extremidade fosse
levantada pelo animal. A duragédo da imersao da cauda foi registrada em segundos.
Os animais foram ambientados, adaptados ao teste e ao manuseio pelo
pesquisador uma vez por semana durante duas semanas antes do experimento
(AUTHIER et al., 2009).
A alodinia térmica nos animais foi avaliada semanalmente durante 35 dias

antes e apos os tratamentos com OXL e/ou MTF.

5.6.3 Teste de coordenacao motora forgcada — Rota-rod

A coordenacao motora (rota-rod) dos animais foi avaliada por meio de um
dispositivo que mede a atividade motora forcada (motricidade), através da avaliacdo
do equilibrio e da coordenacgéo dos animais (DUNHAM; MIYA 1957).

Este método permite avaliar a especificidade da acdo nociceptiva de
farmacos, verificando se estes promovem incoordenacdo motora nos animais, seja
por sedacdo e/ou por relaxamento muscular (ROSLAND; HUNSKAAR; HOLE, 1990).

O aparelho de rota-rod consiste em um cilindro rotatério (barra giratoria),
em acrilico resistente, com raio de espaco de aproximadamente 2,7 cm e altura de
40 cm, motorizado com aceleracao progressiva e invariavel de 5 a 37 rotacbes por
minuto (rpm). Ele possui 5 baias, com espaco de 3 cm para cada animal, de modo
gue 5 animais sao avaliados por vez. O camundongo deve caminhar continuamente
sobre o cilindro em rotacdo para evitar a queda. As cinco baias possuem sistemas
de deteccdo de queda do animal através de impacto, circuito micro-processado, para
cronometragem de permanéncia do animal na baia e contagem de vezes em que
este caiu (FIGURA 10) (INSIGHT, 2003).

Todos os animais foram previamente condicionados no rota-rod 10 rpm
uma vez por semana durante duas semanas antes da realizacdo do experimento
(INSIGHT, 2003).

A coordenagdao motora dos animais foi avaliada semanalmente durante
todo o periodo dos experimentos antes e apos o tratamento com OXL e/ou MTF.

Todos os testes de comportamento e coordenacdo motora foram
realizados em ambiente com temperatura, iluminagédo e ruidos controlados. Além

disso, os testes/ensaios foram realizados em dias diferentes da semana.



56

Figura 10- Aparelho de rota-rod

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.7 Avaliacédo da glicemia

Para a avaliacdo da glicemia, inicialmente os animais foram previamente
anestesiados com tribromoetanol (0,1 mL/10g de animal, ip.) e posteriormente foi
retirado cerca de 30-50 pL de sangue por via iv. de cada animal.

Os niveis de glicemia dos animais foram dosados ap6s jejum de 6 h
sempre no periodo da manha, quinzenalmente por um periodo de 60 dias antes e
apos o tratamento com aloxano ou combinado com OXL.

As dosagens dos niveis de glicemia foram realizadas utilizando um kit
glicose-liquiform (Labtest) e aparelho de espectrofotdmetro que se fundamentam em
método cinético e sistema enzimatico.

A hiperglicemia nos animais foi definida como niveis de glicose acima de
200 mg/dL ja bastante utilizado em outros estudos com camundongos (BRANCO et
al., 2011; LERCO et al., 2003; MAGALHAES et al., 1978; SOMOGYL, 1952).

5.8 Avaliacédo ponderal

Os animais passaram por avaliagdo ponderal e seus pesos foram
registrados uma vez por semana no turno da manha com auxilio de uma balanga de
precisao durante todo o periodo dos experimentos antes e apds os tratamentos com

aloxano e/ou combinado com OXL.



57

5.9 Obtencao de amostras e tecidos

5.9.1 Perfuséo intracardiaca, processamento e armazenamento dos tecidos

Ap6s a avaliacdo dos animais pelos testes comportamentais,
coordenacdo motora, peso e dosagem de glicemia. Foi realizada a perfusédo
intracardiaca dos animais para a coleta do pancreas, GRD e ME.

Para a perfusdo intracardiaca e remocdo do pancreas, inicialmente os
animais foram anestesiados com tribromo (0,1 mL/10g, ip.) e em seguida, a por¢éo
toracica do animal foi removida para exposicdo do coragdo. Foi introduzida uma
agulha estéril de calibre 0,7 X 25 mm, sem bisel, no ventriculo esquerdo cardiaco e
foi realizado um pequeno corte na auricula direita, para o escoamento das solugdes.
A agulha foi conectada em um equipo macrogotas estéril, sendo os animais
perfundidos via intracardiaca com cerca de 40 mL de solucéo salina 0,9% estéril e
em seguida com cerca de 40 mL de paraformaldeido (PFA) 4% ambos na
velocidade de 10 mL/min (FIGURA 11).

ApoGs a perfusdo com PFA a 4% os animais foram dissecados para a
remocao dos pancreas que foram fixados em formol 10% por 24 h e depois foram

desidratados em &lcool a 70%, imersos em xilol e incluidos em parafina.

Figura 11 - Desenho esquematico da analise histopatolégico do pancreas
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1) Yang et al., 2011; 2) Lopes et al., 2011; 3) Dumm et al., 1994; «

Fonte: Elaborado pelo autor
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Logo apds a perfusdo intracardiaca com uma solucdo de PFA a 4% os
animais foram dissecados para a remocédo dos GRD e ME que permaneceram por
cerca de 2 horas em formol 10% para a fixacdo e logo em seguida foram colocados
em solucdo de sacarose a 30% para crioprotecao por 48 h a temperatura de 2-8° C.
Os GRD e ME foram transferidos para “bliters” de aluminio contendo um meio de
conservagao e solidificacédo dos tecidos chamado de OCT (TissueTek) e entdo foram
armazenados a temperatura de -80°C para posterior marcacdo por
imunofluorescéncia para ATF-3 e c-Fos e observacdo em microscépio confocal
(FIGURA 12).

Figura 12 - Desenho esquematico para imunofluorescéncia do GRD e medula
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Fonte: Elaborado pelo autor

5.10 Anélise histopatoldgica do Pancreas

Os blocos com inclusdo do pancreas dos animais foram cortados em
espessuras de 4,0 ym e colocados em laminas e coradas pela técnica de
hematoxilina-eosina (HE) e depois foram realizadas analises histopatolégicas por
microscopia Optica (SCHOSSLER et al., 2004).

Os cortes histolégicos do pancreas dos animais foram analisados por

observacdo e quantificacdo do numero de ilhotas de Langerhans e analise da
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morfologia das células acinares por microscopia 6ptica 100x e 400x (YANG et al.,
2011).

5.11 Imunofluorescéncia para c-Fos e ATF-3 em GRD e corno dorsal da medula

Os tecidos previamente congelados em meio OCT (TissueTek) foram
cortados no criostato (Leica CM 1850), com espessura de 10 ym para GRD e 20 ym
para ME, & temperatura de - 24°C e colocados em laminas silanisadas proprias para
imunoflorescéncia (FIGURA 13).

Os cortes em laminas foram fixados por 2 minutos em metanol e ficaram
imersas em PBS até o momento de iniciar a imunofluorescéncia. Em seguida, foi
realizada a recuperacdo antigénica com tampéao citrato 0,1 M (pH = 6,0), sob
aguecimento em forno micro-ondas, por 15 minutos, & temperatura de 95°C. Apdés o
resfriamento, obtido em temperatura ambiente, por 20 minutos, foi realizada a
permeabilizacdo da membrana nuclear para ATF-3 e c-Fos com triton X-100 (0,1%)
e foi realizado o bloqueio com albumina sérica (BSA) 5% acrescida de glicina 0,3 M
por 30 minutos para todas as laminas. Os cortes foram lavados com PBS e
incubados, durante a noite, & temperatura de 4°C, com o anticorpo primario feito em
coelho anti-ATF-3 (Abcam®) ou anti-c-Fos (Santa Cruz Biotecnology®) na diluicdo de
1:200 em BSA 5%. O controle negativo foi incubado com BSA 5% na auséncia de
qualquer anticorpo. As laminas foram lavadas e em seguida incubadas, durante 1 h
e 30 minutos, com o anticorpo secundario anti-igG de coelho fluorescente (alexa
flior 568, Invitrogen®) na diluicdo de 1:400 em BSA 5%. Apés lavagem, para a
marcagdo dos corpos neuronais, os cortes foram incubados durante 2 h, com
anticorpo anti-NeuN conjugado com Alexa Fluor 488 (Merk Millipore) na diluicdo de
1:100 em BSA 5%. Em seguida, as laminas foram lavadas com PBS, montadas com
“Prolong Gold” (Invitrogen®) e conservadas a 4°C em camara escura.

Figura 13 - Criostato utilizado para cortes dos GRD e ME de camundongos

Fonte: Elaborado pelo autor.
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5.12 Microscopia confocal e analise e gquantitativa da marcagcdo de c-Fos e
ATF3

As laminas obtidas do ensaio por imunofluorescéncia para c-Fos e ATF-3
foram fotografadas no microscopio confocal (LSM 710 Zeiss), observando-se o
padrdao de ganho, “offset” e intensidade de laser uniforme para todos o0s grupos
analisados como mesmo fluoréforo. Obteve-se as imagens em aumento de 200x e
630x no formato TIFF.

A quantificacdo da area marcada foi feita nas fotos, diferenciando as
areas marcadas (pixels) pela maior saturacdo de cor associada & marcacgado
(vermelho ou verde). Para isso, foi utilizado o programa Fiji Image J. O procedimento
foi baseado na saturacdo da cor associada a marcagdo positiva para um
determinado marcador. Os limites necessarios para definicdo de pixels marcados e
ndo marcados foram definidos previamente. Para a quantificacdo da area marcada
foram utilizadas quatro fotos de animais diferentes por grupo experimental. Os
resultados dessa quantificacdo foram apresentados em porcentagem, a qual foi
calculada a marcacao positiva de um determinado marcador em relacdo a area total
do tecido GRD ou ME (marcacdo por NeuN), que foi considerado 100%. Os
marcadores quantificados foram ATF-3 e c-Fos. Foi utilizado o NeuN para marcar os
corpos neuronais, de modo que a co-marcagao (“Merge”) foi utilizada para mostrar

se 0s neurdnios estariam expressando ATF-3 ou c-Fos.

5.13 Analise estatistica

Os dados paramétricos foram expressos como média + erro padrdo da
média (EPM). Para a verificacdo das diferencas estatisticas entre 0s grupos
experimentais, nos testes de comportamento, foi utilizado Two-Way Anova (analise
de variancia) seguida do teste de Bonferroni.

Para os outros dados foi utilizado One-Way Anova, seguido pelo teste de
Newman-Keuls. Foram considerados estatisticamente significativos valores de
p<0,05.

Todas as analises foram realizadas em software GraphpadPrism 5.0.
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6 RESULTADOS

6.1 12 Fase: Avaliacdo da inducédo do DM-1 em camundongos

6.1.1 Efeito do aloxano na inducao de hiperglicemia

Os niveis glicémicos dos animais foram avaliados antes e apds os
tratamentos com aloxano nas doses de 25, 50, 75, 100 e 125 mg/Kg, iv.durante 60
dias. O tratamento com aloxano nas doses de 50, 75 e 100 mg/Kg, iv. aumentou 0s
niveis glicémicos (hiperglicemia) nos animais acima do nivel normal (> 200 mg/dL)
em todos os tempos testados de maneira significativa em comparagdo com 0 grupo
controle (FIGURAS 14 e 15). O tratamento com aloxano na dose de 25 mg/Kg, iv.
nao induziu hiperglicemia em nenhum dos tempos testados, comportando-se de
maneira semelhante ao grupo controle (FIGURA 14). Ja o tratamento com aloxano
na dose de 125 mg/Kg, iv. causou hiperglicemia nos animais somente no 15° e 30°
dias de maneira significativa em comparacdo ao grupo controle. Devido a alta
mortalidade dos animais induzida por essa dose de aloxano 125 mg/Kg (FIGURA

15), tornou-se inviavel a analise em tempos posteriores.
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Figura 14 — Efeito de baixas concentracdes de aloxano sobre a glicemia de

camundongos
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Fonte: Elaborado pelo autor.

O gréfico representa a indugé@o de hiperglicemia em camundongos tratados com baixas doses de
aloxano. Os animais receberam Unica inje¢do de aloxano nas doses 25; 50; 75 mg/Kg, iv. € um grupo
de animais recebeu somente salina. As glicemias de todos os grupos de animais foram medidas
antes e ap06s os tratamentos com aloxano nas doses de 25; 50; 75 mg/Kg, iv. e nos tempos (T= 0,
15, 30, 45 e 60 dias) apos a indugao com aloxano. Os grupos tratados com aloxano sdo comparados
ao grupo controle. Os asteriscos indicam a diferenca estatistica em relacdo ao controle.**p<0,01.

Realizou-se a andlise estatistica por Two-Way Anova seguido do teste de Bonferroni.
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Figura 15 - Efeito de altas concentracbes de aloxano sobre a glicemia de

camundongos
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Fonte: Elaborado pelo autor.

O gréfico representa a inducdo de hiperglicemia em camundongos tratados com altas doses de
aloxano. Os animais receberam Unica injec@o de aloxano nas doses de 75; 100 e 125 mg/Kg, iv. e um
grupo de animais recebeu somente salina. As glicemias de todos os grupos de animais foram
medidas antes e apés os tratamentos com aloxano nas doses de 75; 100 e 125 mg/Kg, iv. € nos
tempos (T= 0, 15, 30, 45 e 60 dias). Os grupos tratados com aloxano sdo comparados ao grupo

controle. Os asteriscos indicam a diferenga estatistica em relacdo ao controle. *p<0,05; **p<0,01;

***n<0,001. Realizou-se a analise estatistica por Two-Way Anova seguido do teste de Bonferroni.
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6.1.2 Efeito do aloxano sobre o peso dos camundongos

Os pesos dos animais foram avaliados antes e ap0s o tratamento com
aloxano. O tratamento com aloxano 25 mg/Kg, iv. diminuiu a massa corporal dos
animais a partir do 14° dia até o 56° dia em comparagdo ao grupo controle. Ja os
tratamentos dos animais com aloxano 50, 75 e 100 mg/Kg, iv. diminuiu a massa
corporal dos animais em todos os tempos testados (T= 7°, 14°, 21°, 28°, 35°, 42°, 49°
e 56° dias, p<0,001) de maneira significativa em compara¢cdo com 0 grupo controle
O tratamento dos animais com aloxano 125 mg/Kg, iv. diminuiu a massa corporal
dos animais nos tempos (T= 7° e 14°) ndo sendo possivel avaliar tempos posteriores
devido a mortalidade dos animais (FIGURA 16).
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Figura 16 — Efeito do aloxano sobre os pesos dos camundongos
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Fonte: Elaborado pelo autor.

O gréfico representa o efeito do aloxano sobre os pesos dos camundongos. Os animais foram
tratados com aloxano 25, 50, 75, 100 e 125 mg/Kg. iv. em injecdo Unica ou salina. Os pesos dos
animais foram medidos em todos 0s grupos antes e apds os tratamentos nos tempos (T= 0, 7, 14, 21,
28, 35, 42, 49 e 56 dias). Os grupos tratados com aloxano sdo comparados ao grupo controle. Os
asteriscos indicam a diferenca estatistica em relagdo ao controle. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

Realizou-se a analise estatistica por Two-Way Anova seguido do teste de Bonferroni.
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6.1.3 Efeito do aloxano sobre a hiperalgesia mecéanica plantar em

camundongos

As intensidades de hiperalgesia mecanica plantar dos animais foram
avaliadas antes e apés os tratamentos com aloxano nas doses de 25, 50, 75, 100 e
125 mg/Kg, iv. O tratamento com aloxano nas doses de 75 e 100 mg/Kg, iv.
aumentou a intensidade de hiperalgesia mecéanica plantar nos animais,
respectivamente, a partir do 21° e 14° dia de tratamento de maneira significativa
(p<0,05) em comparagdo com o grupo controle. J& o tratamento com aloxano na
dose de 125 mg/Kg, iv. somente induziu intensidade de hiperalgesia mecanica
plantar, a partir do 14° até o 28° dia de maneira significativa (p<0,01) em
comparacdo com o grupo controle. Devido a alta mortalidade dos animais com
aloxano na dose de 125 mg/Kg nao foi possivel obter registros em dias posteriores.
Ja o aloxano nas doses 25 e 50 mg/Kg, iv. ndo aumentou a intensidade de
hiperalgesia mecanica plantar em nenhum dos tempos testados se comportando de

maneira semelhante ao grupo controle (FIGURA 17).
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Figura 17 — Efeito do aloxano na hiperalgesia mecéanica plantar em camundongos
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Fonte: Elaborado pelo autor.

O gréfico representa a indugcdo de hiperalgesia mecéanica plantar em camundongos tratados com
aloxano. Os animais receberam Unica inje¢do de aloxano 25; 50; 75, 100 e 125 mg/Kg, iv., € um
grupo de animais recebeu somente salina. A intensidade da hiperalgesia foi medida em todos os
grupos antes e apés os tratamentos com aloxano nos tempos (T= 0, 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49 e 56
dias). Os grupos tratados com aloxano sédo comparados ao grupo controle. Os asteriscos indicam a
diferenca estatistica em relacdo ao controle. *p<0,05; **p<0,01; ***p< 0,001. Realizou-se a andlise

estatistica por Two-Way Anova seguido do teste de Bonferroni.
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6.2 228 Fase: Avaliacdo da NSP induzida por OXL em camundongos nao

diabéticos

6.2.1 Efeito da OXL sobre a hiperalgesia mecanica plantar

A intensidade da hiperalgesia mecénica plantar dos animais foi avaliada
antes e apos os tratamentos com OXL nas doses de 1,0; 2,0 ou 4,0 mg/Kg, iv.. O
tratamento dos animais com OXL na dose de 4,0 mg/Kg, iv. aumentou a intensidade
de hiperalgesia dos animais a partir do 28° até o 35° dia de maneira significativa
(p<0,05) em comparacao com o grupo controle. Ja o tratamento com OXL nas doses
de 1,0 e 2,0 mg/Kg, iv. ndo causaram alteracfes da intensidade da hiperalgesia nos

animais de maneira significativa em comparacéo ao grupo controle (FIGURA 18).
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Figura 18 — Efeito da OXL na intensidade de hiperalgesia mecanica plantar em

camundongos
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Fonte: Elaborado pelo autor.

O grafico representa o efeito da OXL na intensidade de hiperalgesia mecanica plantar dos
camundongos. Os animais receberam OXL 1,0; 2,0 ou 4,0 mg/Kg, iv. 2x/semana durante 4,5
semanas e um grupo de animais recebeu somente glicose 5%. A intensidade da hiperalgesia
mecanica plantar foi medida em todos os grupos antes e apos os tratamentos com OXL 1,0; 2,0 e 4,0
mg/Kg, iv. nos tempos (T= 0, 7, 14, 21, 28 e 35 dias). Os grupos tratados com aloxano séo
comparados ao grupo controle. Os asteriscos indicam a diferenca estatistica em relagéo ao controle.

**p<0,01. Realizou-se a analise estatistica por Two-Way Anova seguido do teste de Bonferroni.
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6.2.2 Efeito da OXL sobre a atividade motora forcada (Rota-rod) de

camundongos

No teste de rota-rod os tempos de permanéncia dos animais na barra
giratéria foram avaliados antes e apés os tratamentos com OXL nas doses de 1,0;
2,0 e 4,0 mg/Kg, iv. O tratamento com OXL em todas as doses e tempos testados 0°,
7°, 14°, 21°, 28° e 35° dia ndo alterou o tempo de permanéncia dos animais na barra
giratoria de maneira significativa (p>0,05) em comparacdo com 0 grupo controle
(FIGURA 19).
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Figura 19 — Efeito da OXL sobre a atividade motora forcada (Rota-rod) em

camundongos
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Fonte: Elaborado pelo autor.

O gréfico representa o efeito da OXL sobre a atividade motora forcada em camundongos. Os animais
receberam OXL 1,0; 2,0; ou 4,0 mg/Kg, iv. duas vezes por semana durante 4,5 semanas e um grupo
de animais recebeu somente glicose 5%. O tempo de permanéncia na barra foi medida em todos os
grupos antes e ap0s os tratamentos com OXL 1,0; 2,0 e 4,0 mg/Kg, iv. e nos tempos (T= 0, 7, 14, 21,
28 e 35 dias). Os valores representam a média + E.P.M do tempo de permanéncia dos animais na
barra durante 2 minutos a cada semana em um total de 35 dias. Os grupos tratados com OXL sao
comparados ao grupo controle e foi considerado p<0,05. Realizou-se a andlise estatistica por Two-

Way Anova e Teste de Bonferroni.
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6.3 32 Fase: Avaliacdo da NSP induzida por OXL em camundongos diabéticos

6.3.1 Avaliacdo da glicemia

Os niveis glicémicos dos animais foram avaliados antes e apdés o0s
tratamentos com aloxano e OXL isolados ou associados. O tratamento com aloxano
na dose de 50 mg/Kg, iv. e associado com OXL na dose de 4,0 mg/Kg, iv. induziu
hiperglicemia nos animais em todos os tempos testados a partir do 15° até o 60° dia
de maneira significativa (p<0,05) em comparacdo com 0 grupo controle. Ja o
tratamento isolado somente com OXL na dose de 4,0 mg/Kg, iv. n&o alterou o perfil

glicémico dos animais em comparacgao ao grupo controle (FIGURA 20).
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Figura 20 — Efeito do aloxano e OXL sobre a glicemia de camundongos
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Fonte: Elaborado pelo autor.

O gréfico representa o efeito do aloxano e OXL sobre a glicemia dos camundongos. Os animais
foram tratados com Unica inje¢do de aloxano 50 mg/Kg,iv. e um grupo controle recebeu somente
frutose 5%.Um grupo de animais recebeu OXL 4,0 mg, iv. por 2x/semana por 4,5 semanas apés o
tratamento com aloxano e outro grupo recebeu somente OXL 4,0 mg, iv. por 2x/semana por 4,5
semanas. As glicemias dos animais foram avaliadas nos tempos (T= 0, 15, 30, 45 e 60 dias). Os
grupos tratados com aloxano sdo comparados ao grupo controle. Os asteriscos indicam a diferenca
estatistica em relagdo ao controle. ***p<0,001. Realizou-se a analise estatistica por Two-Way Anova

seguido do teste de Bonferroni.
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6.3.2 Avaliagdo ponderal

Os pesos dos animais foram avaliados antes e apds os tratamentos com
OXL ou aloxano isolados e combinados. O tratamento com aloxano 50 mg/Kg, iv.
isolado ou combinado com OXL na dose de 4,0 mg/Kg, iv diminuiu os pesos dos
animais em todos os tempos testados 7°, 14°, 21°, 28°, 35°, 42° 49° e 56° dia,
p<0,001 de maneira significativa em comparacdo com o0 grupo controle. Ja o
tratamento somente com OXL 4 mg/Kg, iv. diminuiu 0os pesos dos animais a partir do
28° até o 56° dia de maneira significativa (p<0,05) em comparag¢do ao grupo controle
(FIGURA 21).
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Figura 21 — Efeito da aloxano e OXL sobre os pesos dos camundongos
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Fonte: Elaborado pelo autor.

O grafico representa o efeito do aloxano e OXL sobre os pesos dos camundongos. Os animais foram
tratados com aloxano 50 mg/Kg. iv. em inje¢do Unica; OXL 4,0 mg/Kg, iv. 2x por semana durante 4,5
semanas; aloxano 50 mg/Kg + OXL 4 mg/Kg, iv. ou frutose 5%. Os pesos dos animais foram medidos
em todos 0s grupos antes e apds os tratamentos nos tempos (T= 0, 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49 e 56
dias). Os grupos tratados com aloxano isolado e combinados sdo comparados ao grupo controle. Os
asteriscos indicam a diferenca estatistica em relagcdo ao controle. *p<0,05; ***p<0,001. Realizou-se a

andlise estatistica por Two-Way Anova seguido do teste de Bonferroni.
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6.3.3 Avaliagdo da hiperalgesia mecanica plantar

A intensidade de hiperalgesia dos animais foi avaliada antes e ap0s 0s
tratamentos dos mesmos com aloxano e OXL isolados ou combinados. O tratamento
com OXL na dose de 4,0 mg/Kg, iv.isolado aumentou a intensidade de hiperalgesia
dos animais nos tempos 28°, 35°, 42°, 48° e 56° dia de maneira significativa (p<0,05)
em comparagdo com 0 grupo controle. Ja o tratamento com OXL na dose de 4,0
mg/Kg, iv. associado com aloxano 50 mg/Kg, iv. também aumentou a intensidade de
hiperalgesia nos animais nos tempos 21°, 28°, 35°, 42°, 48° e 56° dia de maneira
significativa (P>0,001) em comparacdo ao grupo OXL 4,0 mg, antecipando o
estabelecimento da hiperalgesia nos animais em sete dias e amplificando a resposta
hiperalgésica em comparacdo ao grupo tratado somente com OXL 4,0 mg/Kg, iv.,
P<0,05 (FIGURA 22).
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Figura 22 — Efeito do aloxano e OXL na hiperalgesia mecanica plantar em

camundongos
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Fonte: Elaborado pelo autor.

O grafico representa o efeito do aloxano e OXL na hiperalgesia mecanica plantar dos camundongos.
Os animais foram tratados com aloxano 50 mg/Kg. iv. em inje¢do Unica; OXL 4,0 mg/Kg, iv. 2x por
semana durante 4,5 semanas; aloxano 50 mg/Kg + OXL 4 mg/Kg, iv.ou frutose 5%. A intensidade da
hiperalgesia foi medida em todos o0s grupos antes e apds os tratamentos nos tempos (T= 0, 7, 14, 21,
28, 35, 42, 49 e 56 dias). Os grupos tratados com aloxano isolado e combinados sdo comparados ao
grupo controle e OXL.***p<0,001 vs controle e #p<0,05 vs OXL. Realizou-se a andlise estatistica por

Two-Way Anova seguido do teste de Bonferroni.
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6.3.4 Histopatologia do pancreas

Na analise quantitativa do N° de ilhotas de Langerhans. Observamos que
o tratamento dos animais com aloxano 50mg/Kg, iv. isoladamente ou combinado
com OXL na dose de 4,0 mg/Kg, iv. diminuiu o N° de ilhotas de Langerhans do
pancreas dos animais de maneira significativa em comparagéo ao grupo controle e
em relacdo ao grupo OXL. Ja o tratamento dos animais com OXL na dose de 4,0
mg/Kg, iv. se comportou de maneira semelhante ao grupo controle que recebeu
somente frutose a 5% nao havendo diferenca estatistica significativa ente estes
grupos (FIGURA 23).

Na andlise histopatolégica da porcdo endocrina do pancreas dos
camundongos. Observamos que o aloxano na dose de 50 mg/Kg, iv. (seccdo B)
isoladamente ou combinado com OXL na dose de 4,0 mg/Kg, iv. (seccao D) causou
perda do N° de ilhotas de Langerhans do pancreas dos animais em comparagao ao
grupo controle (seccdo A) e em comparacdo ao grupo OXL (seccdo C). Ja o
tratamento dos animais com OXL na dose de 4,0 mg/Kg, iv. (seccdo C) se
comportou de maneira semelhante ao grupo controle que recebeu somente frutose a
5% onde foram observaram a presenca de ilhotas de Langerhans em N° e aspecto
histol6gico normal (FIGURA 24).

Na anadlise histopatologica da porcdo exdcrina do pancreas dos
camundongos. Observamos que o tratamento com aloxano na dose de 50 mg/Kg, iv.
isoladamente (seccdo F) ou combinado com OXL na dose de 4,0 mg/Kg, iv.
(seccao H) provocou a presenca de areas com intensa basofilia e células acinares
com citoplasma basofilo e desarranjo da arquitetura glandular (porcédo exdcrina) em
comparacao ao grupo controle (secc¢éo E). J4 o tratamento com OXL na dose de 4,0
mg/Kg, iv. (sec¢cao G) se comportou de maneira semelhante ao grupo controle, na
qgual foram observadas a presenca de células acinares com arquitetura preservadas

e ilhotas de Langerhans histologicamente normais (FIGURA 25).
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Figura 23 — Efeito do aloxano e OXL sobre o N° de ilhotas de Langerhans do

pancreas de camundongos
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Fonte: Elaborado pelo autor.

O gréafico representa o efeito do aloxano isolado e combinado com OXL sobre o numero de llhotas de
Langerhans do pancreas de camundongos. Um grupo de animais recebeu aloxano 50 mg/Kg. iv. em
injecdo Unica. Outro grupo de animais recebeu somente OXL 4,0 mg/Kg, iv. 2x por semana durante
4,5 semanas. Outro grupo de animais recebeu aloxano 50 mg/Kg + OXL 4,0 mg/Kg, iv. e um grupo de
animais recebeu somente frutose a 5 % (controle). O N° de ilhotas de Langerhans foi quantificada em
todos os grupos tratamentos e também no grupo controle. Os grupos tratados com aloxano e
combinado com OXL sdo comparados ao grupo controle e grupo OXL. ***p<0,001 vs controle e
"p<0,001 vs OXL. Realizou-se a andlise estatistica One-Way por Anova seguido do teste de

Newman-Keuls.
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Figura 24— Efeito do aloxano e OXL sobre a por¢cdo enddcrina do pancreas de

camundongos em parametros histopatolégicos

Fonte: Elaborado pelo autor.

As imagens representam o efeito do aloxano e OXL em parémetros histopatoldgicos sobre a porcao
enddcrina do pancreas de camundongos. Secc¢do A (Salina), as setas indicam a presenca de ilhotas
de Langerhans com morfologia e N° normais; sec¢do B (Aloxano 50 mg), observa-se a auséncia de
ilhotas de Langerhans; seccdo C (OXL 4,0 mg), as setas indicam a presenca de ilhotas de
Langerhans e seccdo D (Aloxano 50 mg + OXL 4,0 mg), ndo se observa-se a presenca de ilhotas de

Langerhans. Corado por HE, aumento 100x.
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Figura 25 — Efeito do aloxano e OXL sobre a porcao exdcrina do pancreas de

camundongos em parametros histopatolégicos

Fonte: Elaborado pelo autor.

As imagens representam o efeito do aloxano e OXL em parametros histopatologicos sobre a porgao
exécrina do pancreas de camundongos. Sec¢cdo E (Salina), seccao F (Aloxano 50 mg), as setas
indicam a presenca de areas com intensa basofilia e células acinares com arquitetura desaranjadas;
seccdo G (OXL 4,0 mg) e seccdo H (Aloxano 50 mg + OXL 4,0 mg), as setas indicam a presenca de
areas com intensa basofilia e células acinares com arquitetura desaranjadas. Corado por HE,
aumento 400x.
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6.4 42 Fase: Avaliacéo do efeito protetor da MTF na NSP induzida por OXL em
camundongos néo diabéticos.

6.4.1 Efeito da MTF sobre a hiperalgesia mecanica plantar

A intensidade de hiperalgesia dos animais foi avaliada antes e ap0s os
tratamentos com MTF e OXL isolados ou combinados. O tratamento com o OXL na
dose de 4,0 mg/Kg, iv.isolado aumentou a intensidade de hiperalgesia a partir do 21°
até o 35° dia de maneira significativa (p<0,001) em comparagdo com O grupo
controle. J& o tratamento com OXL na dose de 4,0 mg/Kg, iv. associado com MTF
250 mg/Kg, vo. diminuiu a intensidade de hiperalgesia nos animais a partir do 21°
até o 35° dia de maneira significativa (P<0,01) em comparacdo ao grupo OXL
(FIGURA 26).
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Figura 26 — Efeito da MTF e OXL na hiperalgesia mecéanica plantar em

camundongos
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Fonte: Elaborado pelo autor.

O grafico representa o efeito da MTF e OXL na hiperalgesia mecanica plantar em camundongos. Um
grupo de animais recebeu somente OXL 4,0 mg/Kg, iv. 2x por semana durante 4,5 semanas. Outro
grupo de animais recebeu somente MTF 250 mg/Kg, vo. Outro grupo de animais recebeu MTF 250
mg/Kg, vo. + OXL 4,0 mg/Kg, iv. e um grupo controle recebeu somente glicose 5%. A intensidade da
hiperalgesia foi medida em todos os grupos antes e apos os tratamentos nos tempos (T=0, 7, 14, 21,
28 e 35 dias). Os grupos tratados com MTF isolado e combinados sdo comparados ao grupo controle
e OXL.**p<0,01 vs controle; ***p<0,001 vs controle e *p<0,01 vs OXL. Realizou-se a andlise

estatistica por Two-Way Anova seguido do teste de Bonferroni.
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6.4.2 Efeito da MTF sobre a alodinia térmica ao frio

A alodinia térmica pelo frio foi avaliada através do teste de imersdo da
cauda dos animais em temperatura de 10°C semanalmente por um periodo de 35
dias em camundongos submetidos a injecdo de OXL 4,0 mg/Kg, iv. isoladamente e
combinada com MTF 250 mg/Kg, vo. No grupo tratado somente com OXL houve
diminuicdo no tempo em segundos de retirada da cauda dos animais a partir do 14°
até o 35° dias de forma significativa (p<0,05) em comparacéo ao grupo controle. Ja o
tratamento do grupo com OXL combinado com MTF diminuiu o tempo em segundos
de retirada da cauda dos animais a partir do 28° até o 35° dia de forma significativa
(p<0,001) em comparacgéo ao grupo OXL (FIGURA 27).
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Figura 27 — Efeito da MTF sobre a alodinia térmica ao frio em camundongos com
NSP induzida por OXL
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Fonte: Elaborado pelo autor.

O grafico representa o efeito da MTF e OXL na alodinia térmica ao frio em camundongos. Um grupo
de animais recebeu somente OXL 4,0 mg/Kg, iv. 2x por semana durante 4,5 semanas. Outro grupo
de animais recebeu somente MTF 250 mg/Kg, vo. Outro grupo de animais recebeu MTF 250 mg/Kg,
vo. + OXL 4,0 mg/Kg, iv. e um grupo controle recebeu somente glicose 5%. O tempo de permanéncia
da cauda dos animais foi medida em todos 0s grupos antes e apds os tratamentos nos tempos (T= 0,
7, 14, 21, 28 e 35 dias). Os valores representam a média + E.P.M do tempo de permanéncia das
caudas dos animais ao frio durante 2 minutos a cada semana em um total de 35 dias. Os asteriscos
indicam a diferenca estatistica em relacdo ao controle. Os grupos tratados com MTF isolado e
combinado com OXL sdo comparados ao grupo controle. Os asteriscos indicam a diferenca
estatistica em relacdo ao controle. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. Realizou-se a analise estatistica

por Two-Way Anova e Teste de Bonferroni.
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6.4.3 Efeito da MTF sobre a atividade motora for¢gada (Rota-rod)

No teste de Rota-rod os tempos de permanéncia dos animais na barra
giratoria foram avaliados antes e apds os tratamentos com OXL 4,0 mg/Kg, iv.
isolada e combinado com MTF 250 mg/Kg, vo. O tratamento dos animais com OXL
isoladamente e combinado com MTF em todos os tempos testados nao alterou o
tempo de permanéncia dos animais na barra giratéria de maneira significativa

(p>0,05) em comparacédo com o grupo controle e MTF (FIGURA 28).
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Figura 28 — Efeito MTF sobre a atividade motora forcada (Rota-rod) de

camundongos tratados com OXL
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Fonte: Elaborado pelo autor.

O gréfico representa o efeito da MTF e OXL sobre a atividade motora forcada dos camundongos. Um
grupo de animais recebeu somente OXL 4,0 mg/Kg, iv. 2x por semana durante 4,5 semanas. Outro
grupo de animais recebeu somente MTF 250 mg/Kg, vo. Outro grupo de animais recebeu OXL 4,0
mg/Kg, iv. + MTF 250 mg/Kg, vo. e um grupo controle recebeu somente glicose 5%. O tempo de
permanéncia na barra foi medida em todos os grupos antes e ap0s os tratamentos nos tempos (T= 0,
7, 14, 21, 28 e 35 dias). Os valores representam a média + E.P.M do tempo de permanéncia dos
animais na barra giratéria durante 2 minutos a cada semana em um total de 35 dias. Os grupos
tratados com MTF isolado e combinado com OXL sdo comparados ao grupo controle, foi considerado

significativo p<0,05. Realizou-se a andlise estatistica por Two-Way Anova e Teste de Bonferroni.
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6.4.4 Andlise da Imunofluorescéncia para c-Fos em GRD de camundongos

submetidos a tratamentos com MTF e OXL

Na imunoflorescéncia para c-Fos no GRD foi observado um aumento da
imunoexpressao de OXL 4,0 mg/Kg, iv, em experimento de 35 dias, comparado ao
grupo controle que recebeu somente veiculo uma solug¢do de glicose a 5%. J4 os
grupos tratados com MTF 250 mg/kg, vo. e MTF 250 mg/Kg + OXL 4,0 mg/Kg,
houve uma diminuicdo da imunoexpressdo de c-Fos no GRD em comparacdo ao
grupo OXL. Adicionalmente observamos na area ampliada indicado pela seta no
grupo MTF a presenca de células satélites em quantidades bem mais expressivas
do que nos outros grupos tratados (FIGURA 29).

Na analise quantitativa da imunoexpresdo para c-Fos no GRD, a
quantificacdo da &rea marcada aumentou de maneira significativa tanto nos grupos
tratados com OXL 4,0 mg/Kg em comparacado ao grupo controle como nos grupos
tratados com MTF 250 mg/kg, vo. e MTF 250 mg/Kg + OXL 4,0 mg/Kg em
comparacao ao grupo OXL 4,0 mg/Kg (FIGURA 30).
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Figura 29 — Fotomicrografia da imunoexpressdo para c-Fos no GRD de

camundongos submetidos ao tratamento com MTF e OXL
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A Prancha representa o efeito da MTF e OXL no GRD de camundongos. Verde: NeuN (marcador de
neurdnio); vermelho: c-Fos; amarelo: fusdo; OXL: oxaliplatina; MTF: metformina; Area ampliada com
marcacdo na cor branca: células satélites em cor amarela. Experimento de 35 dias. Foto

representativa de um animal por grupo experimental. Aumento de 200x.
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Figura 30 — Andlise quantitativa da imunoexpressao para c-Fos no GRD de
camundongos submetidos ao tratamento com MTF e OXL
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Fonte: Elaborado pelo autor.

O gréfico representa a quantificagdo da area marcada pela imunoexpressdo de c-Fos. Os resultados
sédo apresentados como média + erro padrdo da média (EPM). Os grupos tratados com MTF, OXL e

MTF + OXL s@o comparados ao grupo controle (veiculo). Os grupos tratados com MTF e MTF + OXL

#

também sdo comparados ao grupo OXL.***p<0,001 Vs controle e ##p<0,001 vs OXL. Experimento de

35 dias. Realizou-se a analise estatistica por ANOVA seguido do teste de Newman-Keuls.
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6.4.5 Analise da Imunofluorescéncia para c-Fos em corno dorsal da medula
espinhal de camundongos submetidos a tratamentos com MTF e OXL

Na imunoflorescéncia para c-Fos no corno dorsal da ME néo foi
observado um aumento da imunoexpressao de OXL 4,0 mg/Kg, iv, em experimento
de 35 dias, comparado ao grupo controle que recebeu somente veiculo uma solugéo
de glicose a 5%. Nos grupos tratados com MTF 250 mg/kg, vo. e MTF 250 mg/Kg +
OXL 4,0 mg/Kg, também nao houve diminuicdo da imunoexpressao de c-Fos no
GRD em comparacéo ao grupo OXL (FIGURA 31).

Na analise quantitativa da imunoexpresdo para c-Fos no corno dorsal da
ME, a quantificacdo da area marcada ndo houve diferenca significativa nem nos
grupos tratados com OXL 4,0 mg/Kg em comparacdo ao grupo controle nem nos
grupos tratados com MTF 250 mg/kg, vo. e MTF 250 mg/Kg + OXL 4,0 mg/Kg em
comparacao ao grupo OXL 4,0 mg/Kg (FIGURA 32).
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Figura 31 — Fotomicrografia da imunoexpressao para c-Fos no corno dorsal da

medula espinhal de camundongos submetidos ao tratamento com MTF e OXL
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A Prancha representa o efeito da MTF e OXL na ME de camundongos. Verde: NeuN (marcador
de neurdnio); vermelho: c-Fos; amarelo: fusdo; OXL: oxaliplatina; MTF: metformina.
Experimento de 35 dias. Foto representativa de um animal por grupo experimental. Aumento de
200x.



93

Figura 32 — Andlise quantitativa da imunoexpressado para c-Fos no corno dorsal da
medula espinhal de camundongos submetidos ao tratamento com MTF e OXL
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Fonte: Elaborado pelo autor.

O gréfico representa a quantificagdo da area marcada pela imunoexpressao de c-Fos. Os resultados
sdo apresentados como média + erro padrdo da média (EPM). Os grupos tratados com MTF, OXL e
MTF + OXL s@o comparados ao grupo controle (veiculo). Os grupos tratados com MTF e MTF + OXL
também sdo comparados ao grupo OXL. p>0,05 vs controle e p>0,05 vs OXL. Experimento de 35

dias. Realizou-se a andlise estatistica por Anova seguido do teste de Newman-Keuls.
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6.4.6 Andlise da Imunofluorescéncia para ATF-3 em GRD de camundongos

submetidos a tratamentos com MTF e OXL

Na imunoflorescéncia para ATF-3 no GRD foi observado um aumento da
imunoexpressao de OXL 4,0 mg/Kg, iv, em experimento de 35 dias, comparado ao
grupo controle que recebeu somente veiculo uma solug¢do de glicose a 5%. J4 os
grupos tratados com MTF 250 mg/kg, vo. e MTF 250 mg/Kg + OXL 4,0 mg/Kg,
houve uma diminuicdo da imunoexpressdo de ATF-3 no GRD em comparacdo ao
grupo OXL (FIGURA 33).

Na analise quantitativa da imunoexpresdo para ATF-3 no GRD, a
quantificacdo da area marcada aumentou de maneira significativamente nos grupos
tratados com OXL 4,0 mg/Kg em comparacdo ao grupo controle. JA nos grupos
tratados com MTF 250 mg/kg, vo. e MTF 250 mg/Kg + OXL 4,0 mg/Kg houve uma
diminuicdo da imunoexpressdo de ATF-3 no GRD em comparacao ao grupo OXL 4,0
mg/Kg (FIGURA 34).
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Figura 33 — Fotomicrografia da imunoexpressdao para ATF-3 no GRD de
camundongos submetidos ao tratamento com MTF e OXL
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A Prancha representa o efeito da MTF e OXL no GRD de camundongos. Verde: NeuN
(marcador de neur6nio); vermelho: ATF-3; amarelo: fusdo; OXL: oxaliplatina; MTF:
metformina. Experimento de 35 dias. Foto representativa de um animal por grupo
experimental. Aumento de 200x.
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Figura 34 — Analise quantitativa da imunoexpressdo para ATF-3 no GRD de
camundongos submetidos ao tratamento com MTF e OXL
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Fonte: Elaborado pelo autor.

O gréfico representa a quantificagdo da area marcada pela imunoexpresséo de ATF-3. Os resultados
séo apresentados como média + erro padrdo da média (EPM). Os grupos tratados com MTF, OXL e
MTF + OXL sdo comparados ao grupo controle (veiculo). Os grupos tratados com MTF e MTF + OXL
também sdo comparados ao grupo OXL. **p<0,01 vs controle e *p<0,05 vs OXL. Experimento de 35

dias. Realizou-se a andlise estatistica por ANOVA seguido do teste de Newman-Keuls.
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6.4.7 Andalise da Imunofluorescéncia para ATF-3 em corno dorsal da medula
espinhal de camundongos submetidos a tratamentos com MTF e OXL

Na imunoflorescéncia para ATF-3 no corno dorsal da medula lombar
espinhal foi observado um aumento da imunoexpressédo de OXL 4,0 mg/Kg, iv, em
experimento de 35 dias, comparado ao grupo controle que recebeu somente veiculo
uma solucéo de glicose a 5%. Ja os grupos tratados com MTF 250 mg/kg, vo. e MTF
250 mg/Kg + OXL 4,0 mg/Kg, houve uma diminuicdo da imunoexpressao de ATF-3
no corno dorsal da medula lombar espinhal em comparag¢ao ao grupo OXL (FIGURA
35).

Na analise quantitativa da imunoexpresao para ATF-3 no corno dorsal da
medula lombar espinhal, a quantificacdo da area marcada aumentou de maneira
significativamente tanto nos grupos tratados com OXL 4,0 mg/Kg em comparacéo ao
grupo controle como nos grupos tratados com MTF 250 mg/kg, vo. e MTF 250
mg/Kg + OXL 4,0 mg/Kg em comparacéo ao grupo OXL 4,0 mg/Kg (FIGURA 36).
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Figura 35 — Fotomicrografia da imunoexpressédo para ATF-3 no corno dorsal da
medula espinhal de camundongos submetidos ao tratamento com MTF e OXL
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Fonte: Elaborado pelo autor.
A Prancha representa o efeito da MTF e OXL na ME de camundongos. Verde: NeuN (marcador
de neurbnio); vermelho: ATF-3; amarelo: fusdo; OXL: oxaliplatina; MTF: metformina.

Experimento de 35 dias. Foto representativa de um animal por grupo experimental. Aumento de
200x.
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Figura 36 — Analise quantitativa da imunoexpressao para ATF-3 no corno dorsal da
medula espinhal de camundongos submetidos ao tratamento com MTF e OXL
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Fonte: Elaborado pelo autor.

O gréfico representa a quantificacdo da area marcada pela imunoexpresséo de ATF-3. Os resultados
sdo apresentados como média + erro padrdo da média (EPM). Os grupos tratados com MTF, OXL e

MTF + OXL s@o comparados ao grupo controle (veiculo). Os grupos tratados com MTF e MTF + OXL
também sdo comparados ao grupo OXL. ***p<0,001 Vs controle e ###p<0,001 vs OXL. Experimento de

35 dias. Realizou-se a andlise estatistica por Anova seguido do teste de Newman-Keuls.
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Quadro 2 — Resumo dos resultados da imunoflorescéncia realizadas no GRD e ME

em camundongos

Resultados da Imunoflorescéncia

Experimento Imunoexpressao
35 dias c-Fos ATF-3
Grupos GRD ME GRD ME
Controle N N N N
OXL A N A A
MTF P N P P
OXL + MTF D N D D

N&o houve (N); Aumentada (A); Diminuida (D); Pouca (P)

Fonte: Elaborado pelo autor.
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7 DISCUSSAO

No presente estudo foi demonstrado de forma inédita que a NSP induzida
por OXL foi antecipada em camundongos com DM induzido por aloxano. Além disso,
observamos uma amplificacdo da NSP quando administramos OXL em
camundongos diabéticos em comparacdo aos animais ndo diabéticos com NSP
induzida somente com OXL. Adicionalmente o tratamento dos camundongos com
MTF mostrou ser efetivo na diminuicdo da intensidade da hiperalgesia mecanica
plantar e no retardo do tempo de retirada da cauda dos animais nos testes de Von
Frey e TIC. No modelo de inducdo de NSP com OXL além da diminuicdo da
imunoexpressao de c-Fos (proteina Fos) e fator de transcricdo e ativacao 3 (ATF-3)
no GRD observamos também diminuicdo da imunoexpressdo de ATF-3 no corno
dorsal da ME dos camundongos.

Os resultados do nosso estudo foram apresentados de forma didatica e
em etapas para melhor compreensédo e entendimento dos leitores. Na 12 etapa do
estudo mostramos os resultados do efeito do aloxano na inducdo do DM e
hiperglicemia persistente além de estabelecer a melhor dose a ser utilizada nas
etapas posteriores. Na 22 etapa do estudo apresentamos os resultados do efeito da
OXL na hiperalgesia mecéanica plantar e coordenagdo motora dos animais n&o
diabéticos, estabelecendo a melhor dose a ser utilizada nas proximas etapas. Na 32
etapa do estudo procuramos apresentar os resultados do efeito da NSP induzida por
OXL em camundongos diabéticos/hiperglicémicos, uma combinacdo entre o modelo
de inducdo de DM por aloxano e o modelo de NSP induzida por OXL em
camundongos para se observar qual a influéncia da OXL em camundongos
diabéticos. Na 42 etapa do nosso estudo apresentamos o efeito protetor da MTF na
neuropatia induzida por OXL em animais ndo diabéticos.

Inicialmente na 12 etapa do nosso estudo trabalhamos com o modelo de
DM administrando baixas doses de aloxano 25, 50 e 75 mg/Kg, iv., aos
camundongos apos jejum de 18 horas em administragdo Unica com o objetivo de
observar qual a menor dose de aloxano era capaz de induzir hiperglicemia sem
causar neuropatia nos animais. Posteriormente trabalhamos o modelo de DM
administrando nos animais altas doses de aloxano 75, 100 e 125 mg/Kg, iv., desta
vez apos jejum de 12 horas em administracdo Unica também para determinar a

menor dose de aloxano capaz de induzir hiperglicemia sem causar mortalidade,
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observar o percentual de camundongos com hiperglicemia além de observar a
progressdo ponderal dos animais.

Apoés a administracdo de aloxano nos animais observamos que aloxano
125 mg/Kg induziu hiperglicemia em todos o0s animais e tempos testados
provocando a mortalidade de todos os camundongos até o 30° dia apds o tratamento
e por isso essa dose foi descartada para uso futuro. J& a administracéo de aloxano
nas doses de 75 e 100 mg/Kg, induziram hiperglicemia em todos os animais em
relacdo ao grupo controle em todos os tempos testados, com niveis acima de 200
mg/dL, niveis considerados hiperglicémicos para camundongos (BRANCO et al.,
2011; LERCO et al., 2003; MAGALHAES et al., 1978; SOMOGYL,1952).

O estudo conduzido por Lerco et al. (2003) demonstrou que dos 64 ratos
tratados com aloxano 42 mg/Kg, iv., 14 animais (22%) ndo se tornaram diabéticos,
25 animais (39%) morreram durante a primeira semana ap0s 0 tratamento com
aloxano e somente 25 (39%) animais sobreviveram e desenvolveram DM com niveis
acima de 300 mg/dL. Diante destes dados, demonstramos ser a dose de aloxano
125 mg/Kg, realmente uma dose bastante letal e trés vezes maior daquela utilizada
por Lerco et al. (2003) capaz de causar a letalidade de 100% dos animais tratados
em nosso estudo.

Adicionalmente, observamos que a administracdo de aloxano na dose de
25 mg/Kg aos camundongos nao foi capaz de induzir hiperglicemia nos animais em
relacdo ao grupo controle mostrando niveis de glicemia abaixo de 200 mg/dL, o que
inviabilizou essa dose para uso futuro no modelo de DM.

Ja4 a administracdo de aloxano nas doses de 50 e 75 mg/Kg nos
camundongos foram as menores doses capazes de induzir DM associado com
hiperglicemia e perda de peso com a menor quantidade de aloxano administrada
nos animais causando a menor toxicidade. Nestas doses administradas os animais
apresentaram niveis de glicemia acima de 200 mg/dL, parametro para hiperglicemia
ja utilizado por outros pesquisadores (BRANCO et al., 2011; LERCO et al., 2003;
MAGALHAES et al., 1978). As baixas doses de aloxano utilizadas em nosso estudo
séo relevantes quando trabalhamos com modelos animais e compativeis com 0s
preceitos que regem 0 manejo e uso de animais para experimentacdo das
comissdes de ética e uso de animais para pesquisas.

No estudo conduzido por Diab et al. (2015) conseguiu-se induzir DM em

camundongos com uma dose de aloxano de 75 mg/Kg, iv. Diferentemente do estudo
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de Diab et al. (2105) conseguimos mostrar em nosso estudo que o aloxano 50
mg/Kg, iv. foi a menor dose capaz de induzir DM com niveis de hiperglicemia em
camundongos. Adicionalmente mostramos que a dose de aloxano de 75 mg/Kg foi
capaz de induzir DM com niveis de hiperglicemia associado aos menores tempos de
jejum de 12 e 18 horas diferentemente de outros estudos que induziram DM com
aloxano em tempos de jejum maiores como por exemplo, Lima et al. (2001)
induziram DM em ratos com jejum de 36 horas.

Os dados do nosso estudo foram consistentes com os de outros
pesquisadores que utilizaram aloxano com doses variando de 30 a 65 mg/kg, iv.,
para induzir DM com niveis de hiperglicemia em ratos com baixa toxicidade
(AKHAVAN et al.,, 2012; AL-SALAMI et al., 2008; BOYLAN et al., 1992,
RAMAKRISHNAN et al., 2005; REIS, SEMENTILLI; GAGLIARDI, 2013; THOMAZ
NETO et al., 2013).

O protocolo de inducédo de DM por aloxano no presente estudo além de
produzir hiperglicemia em niveis acima de 200 mg/dL, também causou a diminui¢ao
dos pesos dos animais a partir do 7° dia de tratamento até o fim do experimento (56
dias) com a maioria das doses utilizadas e a partir do 14° dia para o aloxano 25
mg/Kg de maneira significativa em comparacdo ao grupo controle. Esses dados sao
consistentes com os critérios para diagnostico de DM em seres humanos de acordo
com a Sociedade Americana de Diabetes (SAD), que diz que a presenca de
hiperglicemia persistente associada com perda de peso nos pacientes caracteriza o
DM (SAD, 2015).

O estudo conduzido por Berraaouan et al. (2015) corroborou 0s nossos
dados sobre a avaliagdo ponderal quando observou-se em camundongos que
receberam aloxano 100 mg/Kg durante 7 dias uma diminuicdo dos pesos dos
animais de aproximadamente 10% em compara¢do ao grupo controle. Ja no estudo
conduzido por Ho et al. (1999), a indugdo de DM em camundongos com aloxano 50
mg/Kg, ip., diferentemente da via iv. utilizada em nosso estudo nao foi capaz de
produzir niveis de glicemia acima de 200 mg/dL. O uso da via ip. por Ho et al. (1999)
pode explicar as diferencas que esses autores encontraram com relacdo a niveis
glicémicos quando comparado com 0s nossos resultados. Neste mesmo estudo a
administracdo de aloxano 200mg/Kg, ip. nos camundongos além de causar
hiperglicemia acima de 200 mg/dL também diminuiu os pesos dos animais de

maneira significativa em comparagao ao grupo controle.
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Em estudos conduzidos por Diab et al. (2015) e Orsolic et al. (2012)
camundongos que receberam aloxano 75 mg/Kg, iv. produziram niveis glicémicos
acima de 200 mg/dL, considerados hiperglicémicos (BRANCO et al., 2011; LERCO
et al., 2003; SOMOGYL,1952; MAGALHAES et al., 1978). Nestes estudos, porém os
pesquisadores ndo demonstraram se o aloxano nas doses de 50 e 75 mg/Kg, era
capaz de alterar a nocicepgéo dos animais.

No presente estudo quando administramos aloxano nas doses de 50 e 75
mg/Kg, iv. em camundongos 0os mesmos desenvolveram DM com hiperglicemia
persistente e perda de peso de maneira significativa em relagcdo ao grupo controle.
Porém somente os animais que receberam aloxanon na dose de 75 mg/Kg,
apresentaram aumento da intensidade de hiperalgesia plantar mecéanica (teste de
Von Frey) a partir do 21° dia de tratamento. Ja os camundongos que receberam
aloxano na dose de 50 mg/Kg, ndo apresentaram neuropatia associada ao DM.

Uma das complicacdes cronicas mais comuns do DM é a neuropatia
diabética, a qual é caracterizada principalmente por dor espontanea e sensacoes,
tais como parestesia, alodinia e hiperalgesia (GREENE et al., 1997). Mecanismos
neuroanatdémicos, neurofisiolégicos e neuroquimicos podem estar envolvidos e
contribuir para o desenvolvimento e manutencdo da dor neuropatica diabética
(EDWARDS et al., 2008). Além disso, a hiperglicemia persistente no DM leva a
complicacBes microvasculares, predominando a retinopatia, nefropatia e neuropatia
debilitante (CAVALLI et al., 2007; KIRSTEN, 2006; RIBEIRO et al., 2007,
ZANOELLO et al., 2002). Baseado em informacdes sobre as complicacdes do DM
principalmente da neuropatia diabética, procuramos investigar em estudos clinicos
se uma condicdo de DM em pacientes em uso de protocolos compostos por OXL
poderia influenciar o curso da neuropatia induzida por OXL.

Encontramos na literatura, um estudo clinico conduzido por Uwah et al.
(2012) que mostraram que pacientes com DM pré-existente possuia forte tendéncia
em desenvolver NSP com doses cumulativas de OXL. Neste estudo pacientes com
DM desenvolveram neuropatia com uma dose cumulativa significativamente menor
do que os pacientes que ndo tinham DM (388 mg/m? vs 610 mg/m?). Os dados,
embora nao significativo estatisticamente, sugerem um baixo risco para desenvolver
NSP induzida por OXL para todos os pacientes antes do 4° ciclo de OXL, embora
aumentado a partir do 5° ciclo de OXL em pacientes diabéticos. Mas esse risco

permaneceu abaixo de 50% antes do 8° ciclo em pacientes sem diabetes.
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Baseado na falta de dados consistentes no estudo clinico de Uwah et al.
(2012) e na auséncia de estudos em camundongos sobre a influéncia do DM na
NSP induzida por OXL, procuramos estudar se uma condicdo pré-existente de DM e
hiperglicemia persistente em camundongos poderia influenciar o inicio e/ou curso da
NSP induzida por OXL. Esse ensaio foi bem conduzido somente na 32 etapa.

Na 22 etapa do presente estudo procuramos avaliar qual a dose de OXL
seria capaz de induzir a NSP nos camundongos nado diabéticos bem como qual a
influéncia da OXL sobre os camundongos na barra giratoria (teste do rota-rod).
Nesta etapa do estudo foi importante realizar uma curva dose resposta com OXL.

O modelo de NSP induzida por OXL empregado no nosso estudo foi
aprimorado no laboratério de farmacologia de inflamacédo e cancer (LAFICA) por
Pontes, (2009) e Lino (2011) que tomaram por base os modelos desenvolvidos em
ratos por Ling et al. (2007a) e camundongos por Ta, Low e Windebank, (2009).
Estes ultimos pesquisadores realizaram um estudo com camundongos, mostrando
gue o tratamento com OXL 1,0 mg/Kg desenvolveu neuropatia dolorosa e duradoura
observado através de testes nociceptivos mecanicos e térmicos. Neste estudo,
contudo seus resultados ndo avaliaram de forma detalhada os danos neuronais.

O estudo conduzido por Azevedo et al. (2013) também tomou como
exemplo os modelos desenvolvidos por Ling et al. (2007a). J& o estudo da NSP
conduzido por Pereira (2015) utilizando OXL 2,0 mg/Kg, iv. e oxalato foi possivel
analisar além do desenvolvimento da neuropatia dolorosa os danos neuronais no
GRD e medula dos animais de forma mais detalhada mostrando que provavelmente,
0 oxalato antecipa o surgimento da neuropatia, promovendo a cronificagcdo e
persisténcia do fenbmeno de forma mais precoce. Sugerindo que possivelmente, o
préprio mecanismo citotéxico da OXL seja o principal responsavel pelo efeito
neurotoxico que acontece inicialmente a nivel periférico e posteriormente se estende
ao nivel central.

No presente estudo o modelo de NSP foi induzido com OXL (1,0 e 2,0
mg/Kg, iv.), além de OXL (4,0 mg/Kg, iv.), dose equivalente aquela utilizada nos
protocolos FOLFOX 4 e 6 (OXL 85 e 100 mg/m? de 14/14 dias) bastante utilizados
no tratamento do CCR em seres humanos (Sociedade Brasileira de Oncologia
Clinica, 2011).

Nos estudos de Pontes (2009), Lino (2011), Azevedo et al. (2013) e
Pereira (2015) foram utilizados o modelo de NSP induzido com OXL (1,0 e 2,0



106

mg/Kg, iv.) doses bem abaixo daquelas utilizadas em protocolos de quimioterapia
em seres humanos. E bom salientar que o principio ativo da OXL utilizada nos
estudos de Pontes (2009), Lino (2011), Azevedo et al. (2013) e Pereira (2015)
estavam no estado solido, para uso em pesquisas e apresentavam altissima pureza
(98-100%) diferente da OXL utilizada neste estudo, um farmaco de uso comercial,
no estado liquido e pronto para uso em protocolos de tratamento em seres
humanos.

Através do modelo de NSP induzida por OXL foi possivel avaliar a
alteracdo da intensidade de hiperalgesia mecanica plantar dos camundongos antes
e ap6s as administracdes de OXL nas doses de 1,0; 2,0 ou 4,0 mg/Kg, iv. nos
animais. Observamos que somente a administracdo de OXL na dose de 4,0 mg/Kg
nos camundongos aumentou a intensidade de hiperalgesia mecanica plantar de
maneira significativa a partir do 28° dia em comparacdo com o grupo controle. J4 a
administracdo de OXL nas doses de 1,0 e 2,0 mg/Kg, ndo alteraram a intensidade
de hiperalgesia mecanica plantar nos camundongos de maneira significativa em
comparacgao ao grupo controle.

Nossos dados sao corroborados pelos estudos conduzidos por Egashira
et al. (2010) que induziram hiperalgesia mecanica em ratos com OXL (4,0 mg/Kg,
ip.) a partir do 24° dia de administragdo de OXL e pelo estudo conduzido por Lino
(2011) que observou o aumento da hiperalgesia mecéanica plantar dos camundongos
gue receberam OXL (4,0 mg/Kg, iv.) a partir do 28° dia de administracdo de maneira
significativa em comparacdo ao grupo controle. J& a administracdo de OXL (1,0
mg/Kg) nos camundongos aumentou a intensidade de hiperalgesia mecanica plantar
nos animais a partir do 21° dia de administracdo de OXL. Lino (2011) resolveu
continuar seus estudos com OXL (1,0 mg/Kg) por considerar essa dose mais eficaz
em aumentar a intensidade da hiperalgesia nos animais em tempo mais precoce no
21° dia em relacdo a OXL (4,0 mg/Kg) que aumentou a intensidade de hiperalgesia
somente no 28° dia ap0s a administracdo nos animais.

E bom salientar que fatores fisico-quimicos relacionados a OXL, como por
exemplo, pureza e estado fisico, podem influenciar no efeito do farmaco. Além disso,
fatores ambientais, por exemplo: temperatura, ruidos e iluminacéo, além do manejo
dos animais podem influenciar nas respostas de comportamento destes animais

guando trabalhamos com modelos de comportamento animal.
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No presente estudo foi realizado também um teste para avaliar a
coordenacao motora dos animais sobre uma barra giratoria (rota-rod) antes e apés a
administracdo de OXL nas doses de 1,0; 2,0 e 4,0 mg/Kg. Observamos que 0s
tempos de permanéncia dos animais sobre a barra giratéria em todas as doses
testadas néo foi alterado em comparacdo com o grupo controle. Mostrando desta
forma que a OXL nao influencia a coordenagéo motora dos animais. O teste do rota-
rod ja foi utilizado por outros pesquisadores para avaliar diversas condicdes
neuroldgicas, destacando: neuropatias, miopatias, distrofias musculares e doencas
da placa mioneural (GURNEY et al., 1994; KASPAR et al., 2003).

No estudo conduzido por Norcini et al. (2009) demonstrou-se no teste de
rota-rod em ratos, que a OXL ndo alterou a funcdo motora dos animais.
Corroborando os nossos dados de que a OXL nao interfere na locomocédo e
equilibrio dos animais mostrando assim que a OXL ndo causa danos nos ganglios
basais e cerebelo.

Na 32 etapa procuramos avaliar se uma condicdo pré-existente de DM e
hiperglicemia persistente em camundongos poderia antecipar o inicio e/ou curso da
NSP induzida por OXL. Antes de iniciar essa etapa investigamos nossa hipotese
pela pesquisa de informacdes em estudos clinicos. Nesta busca, obtivemos éxido ao
encontrar dois estudos clinicos.

Estudos clinicos retrospectivos conduzidos por Ramanthan et al. (2010) e
Uwah et al. (2012) demonstraram que pacientes diabéticos e ndo diabéticos em uso
de doses cumulativas de OXL ndo apresentaram diferenga significativa em
desenvolver NSP induzida por OXL. Porém estes estudos apresentaram limitacdes
guanto ao numero reduzido de pacientes nos grupos, dificuldade na obtencdo de um
grupo controle compativel com o grupo tratado, exclusdo de pacientes com graus
iniciais de NSP e falta de informacdes sobre o tipo de DM envolvidos nestes
estudos.

Baseado nos dados destes estudos clinicos e experiéncia nos modelos de
DM induzido por aloxano e de NSP induzido por OXL em camundongos pelo nosso
grupo (LAFICA) nos impulsionaram a utilizar estes modelos no estudo da NSP
induzida por OXL em camundongos diabéticos. Com a combinacéo destes modelos
animais objetivamos estudar se uma condicdo pré existente de DM em
camundongos poderia influenciar o inicio e/ou o curso da NSP induzido por OXL. O

estudo nesta condicdo em modelos animais permitira um aprofundamento dos
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mecanismos celulares e moleculares da NSP induzida por OXL que podera conduzir
a descobertas de potenciais alvos terapéuticas que poderdo ser utilizados na
prevencao e/ou tratamento da toxicidade da OXL.

Nesta etapa do estudo resolvemos avaliar antes e ap0s a administracao
de aloxano nos camundongos e combinado com OXL a intensidade da hiperalgesia
mecanica, glicemia, analise histopatoldgica do pancreas e avaliacdo ponderal dos
animais.

A administracdo de aloxano na dose de 50 mg/Kg, nos camundongos e
associado com OXL na dose de 4,0 mg/Kg, induziu hiperglicemia de maneira
significativa nos animais em todos os tempos testados em comparagdo com 0 grupo
controle. J4 a administracdo somente de OXL, nos camundongos nao alterou o perfil
glicémico, mas induziu hiperalgesia de maneira significativa a partir do 28° dia de
tratamento. A administracdo de OXL associada com aloxano além de aumentar a
intensidade de hiperalgesia a partir do 21° dia também antecipou o estabelecimento
da hiperalgesia em 7 dias e amplificou a resposta hiperalgésica em comparacéo ao
grupo tratado somente com OXL.

Na analise histopatoldégica do pancreas dos camundongos apls a
administracdo de aloxano na dose de 50 mg/Kg, isoladamente ou combinado com
OXL (4,0 mg/Kg), também provocou perda de todas as ilhotas de Langerhans.
Adicionalmente observamos a presenca de areas com intensa basofilia e células
acinares com citoplasma basofilo e desarranjo da arquitetura glandular em
comparacao ao grupo controle. J4 a administracdo de OXL, nos camundongos se
comportou de maneira semelhante ao grupo controle que recebeu somente salina
onde foram observaram a presenca de ilhotas de Langerhans e células acinares
com arquitetura preservadasde aspecto histoloégico normal. Nossos dados sao
consistentes como estudo conduzido por Rastogi et al. (1990), que utilizou 0 método
imunohistoquimico e observou que os pancreas dos ratos com DM e hiperglicemia,
induzido por aloxano, apresentaram reducdo de 70% das é&reas das ilhotas de
Langerhans ocupadas pelas células B, chegando até a auséncia total delas,
enquanto houve aumento da area ocupada pelas células & e sem alteragdo no
conteudo de células produtoras de glucagon nas ilhotas de Langerhans.

Outro estudo concluiu que o aloxano aléem de causar destruicdo das

células B e ilhotas de Langerhans (porgcao enddcrina) também provoca alteragdes na
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porgao exocrina do pancreas dos animais observado pelo aumento das células a e 6
por hiperplasia (RASTOGI et al., 1993).

Na andlise histopatolégica da porcdo enddcrina do pancreas dos animais
que receberam somente aloxano, revelou diminuicdo significativa do ndmero de
ilhotas de Langerhans através de cortes histologicos corados por hematoxilina-
eosina (HE) e visualizados em 200x por microscopia oOptica. As ilhotas de
Langerhans sdo formadas pelas células 3 que possuem a fungdo enddcrina, sendo
responsaveis pela producdo de insulina com importante hormoénio de acao anti-
hiperglicemiante. Esses dados sdo consistentes com 0s estudos conduzidos por
Nugroho et al. (2016), Schossler et al. (2006), Lima et al. (2001) e Gets & Lecompte
(1981) que observaram principalmente diminuicdo do numero de células 3 além de
diminuicdo do tamanho das ilhotas de Langerhans, distor¢do da citoarquitetura das
ilhotas Langerhans, distribuicdo irregular de outras células pancreéaticas de ratos
diabéticos induzido por aloxano. Ja em estudos recentes em camundongos
diabéticos induzido por aloxano foi observada intensa deterioracdo das células B
presentes nas ilhotas de Langerhans e diminuicdo das células acinares
responsaveis pela porcado exdcrina (BERRAAOUAN et al., 2015; NUGROHO et al.,
2016; RAMAR et al., 2012) bem como atrofia e apoptose das ilhotas de Langerhans
(TAKEMOTO et al., 2016).

No estudo conduzido por Berraaoun et al. (2015) foram observadas
significativa degeneracédo, reducdo da densidade, reducdo do diametro, diminuicao
da area e numero de células das ilhotas de Langerhans no péancreas de
camundongos que receberam aloxano e foram visualizados em cortes histolégicos
corados por HE. Ja na andlise histopatolégica da porgcédo exdcrina do pancreas dos
animais que receberam aloxano observamos areas com intensa basofilia e células
acinares com citoplasma basotfilo e desarranjo da arquitetura glandular em
comparacao ao grupo controle através de cortes histolégicos e corados por HE. No
presente estudo os dados da analise do pancreas dos animais sao consistentes com
0os estudos conduzidos por Ramar et al. (2012) que observaram além da
deterioragao das células B também a diminuicdo do tamanho das células acinares.

J& o estudo conduzido por Nugroho et al. (2016) observou-se além do
dano das células B também dano nas células acinares, consistentes também com os

nossos resultados. As ilhotas de Langerhans sdo conhecidas por possuir baixos
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niveis de enzimas antioxidantes do que outros tecidos tais como o figado (LENZEN
et al., 1996). Assim altamente susceptiveis a danos oxidativos (HO et al., 1999).

No presente estudo a administracdo de aloxano nos camundongos além
de produzir hiperglicemia persistente e reducdo do peso dos animais, como ja
verificado na 12 etapa deste estudo, também acarretou perda de todas as ilhotas de
Langerhans do pancreas dos animais caracterizando assim um tipo de DM,
chamado DM-1 de acordo com a SAD.

Nesta 32 etapa do estudo a avaliagdo ponderal dos camundongos que
receberam aloxano 50 mg/Kg e OXL na dose de 4,0 mg/Kg isolados ou combinados
observamos diminuicdo dos pesos dos animais de maneira significativa em
comparacao ao grupo controle em todos os tempos analisados.

O estudo conduzido por Berraaouan et al. (2015) corroboraram a
diminuicdo dos pesos dos animais do nosso estudo quando observaram durante 7
dias em camundongos que receberam aloxano (100 mg/Kg) uma diminuicdo dos
pesos dos animais de aproximadamente de 10% em comparagcdo ao grupo controle.
Adicionalmente os pesos dos animais controle (salina) aumentaram em torno de
10% em comparagao aos pesos iniciais.

Nossos dados sé@o consistentes também com os dados de Xiao et al.
(2012) que administraram OXL (2,0 mg/Kg) em ratos e observaram diminuigdo dos
pesos dos animais de maneira significativa em relacdo ao grupo controle. No estudo
conduzido por Ling et al. (2007) a administracédo de OXL (4,0 mg/Kg) em ratos por
35 dias também mostrou diminuicdo dos peso dos animais de cerca de 18% em
comparacao no inicio do tratamento.

Nesta 32 etapa do estudo observamos que a administracdo de OXL nos
camundongos diabéticos aumentou a intensidade de hiperalgesia mecanica plantar
dos camundongos de forma significativa em relacdo ao grupo controle. Quando
administramos OXL e aloxano combinados nos camundongos, além de aumentar a
intensidade da hiperalgesia mecanica plantar dos animais também antecipou a
instalacdo da NSP e amplificou a intensidade da hiperalgesia em relagdo ao grupo
OXL. Ja a administragdo somente de OXL nos camundongos nao alterou os niveis
glicémicos, a morfologia das células nem o aspecto das areas das porcdes
enddcrina e exdcrina do pancreas dos animais mostrando assim que a OXL nao é

um farmaco diabetogénico como o aloxano.
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Na 42 etapa e ultima do presente estudo investigamos a influéncia do
tratamento com MTF em camundongos nao diabéticos e com neuropatia induzida
por OXL. O objetivo dessa ultima etapa do estudo foi pesquisar a influéncia da MTF
na neuropatia induzida por OXL e ndo na neuropatia diabética.

O tratamento dos animais com NSP induzida por OXL e diabéticos com
MTF poderia sugir um vieis, ou seja, ndo saberiamos se o efeito protetor da MTF
estaria acontecendo por agir somente na NSP da OXL ou o tratamento do DM
estaria influenciando a melhora da neuropatia da OXL.

O efeito protetor da MTF na neuropatia diabética ja foi demonstrado por
outros pesquisadores (JUNXIONG et al., 2015). A investigacdo do efeito da MTF
objetiva entender melhor os mecanismos e mediadores envolvidos na patogénese
da neuropatia relacionada a OXL bem como procurar melhorar as atuais abordagens
clinicas e terapéuticas em humanos.

O estudo conduzido por Junxiong et al. (2015) mostrou o efeito benéfico
da MTF em reverter a hiperalgesia, a alodinia e diminuir o estresse oxidativo em
ratos diabéticos induzido por estreptozotocina provavelmente via adenosina
monofosfato quinase (AMPK). O efeito da MTF neste estudo provavelmente se deu
via ativacdo da AMPK e seus genes alvo no nervo ciatico desses animais, sugerindo
um possivel envolvimento da AMPK no efeito neuroprotetor da MTF.

A MTF ja demonstrou também possuir fortes propriedades anti-
cancerigenas. Em pacientes com DM-2 e cancer a MTF mostrou suprimir a
carcinogénese em mama, pancreas e pulmao, e diminuiu a mortalidade relacionada
ao cancer (DEL BARCO et al., 2011; DOWLING et al., 2011).

Outros estudos demonstraram também que a MTF exerce efeitos
neuroprotetores em modelos murinos em doencas neurodegenerativas incluindo a
neurodegeneracao cerebral associada ao diabetes (CORREIA et al., 2008; EI-MIR et
al., 2008), apoptose neuronal induzida por etanol (ULLAH et al., 2012) e acidente
vascular cerebral experimental (LI et al., 2012).

O estudo conduzido por Mao-Yin et al. (2014) mostrou que os efeitos
neuroprotetores da MTF no modelo de neuropatia periférica induzida por
quimioterapicos: CDDP e paclitaxel em camundongos estdo associados a reducao
da perda das fibras nervosas epidérmicas intraplantares, um mecanismo bem

diferente daquele apresentado na neuropatia induzida por OXL.
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O efeito neuroprotetor da MTF também j& foi testado em modelo de dor
neuropatica induzida por ligagdo do nervo espinhal em ratos que mostrou reverter a
alodinia mecanica estabelecida neste modelo. Neste estudo a regeneracao do nervo
espinhal e reversdo da neuropatia nos animais aconteceram provavelmente pela
ativacdo da AMPK (MELEMEDJIAN et al., 2011; 2013a). Essa ativacdo de AMPK
pode esta relacionada a uma diminuicdo da sinalizagcdo da via mMTOR/AMPK em
nervos lesionados (MELEMEDJIAN et al., 2011; 2012).

N&o sabemos se as vias de sinalizacdo mTOR/AMPK estdo envolvidas
também na NSP induzida por OXL. Por outro lado, a NSP induzida por
quimioterapicos envolve mudancgas claras na funcdo mitocondrial que podem ser um
importante alvo para a ativacdo da via da AMPK na NSP induzida por
quimioterapicos (FLATTERS et al., 2006) e também pelo aumento do estresse
oxidativo (MILTENBURG; BOOGERD, 2014). FArmacos com potencial antioxidante
como ja observado com a MTF (JUNXIONG et al., 2015) podem ser um boa
alternativa na protecdo da neuropatia induzida por OXL, se revelado esse efeito
protetor quando testado no nosso estudo. Diante destas evidéncias do efeito
neuroprotetor da MTF. A investigacdo do seu efeito na NSP induzida por OXL
tornou-se um objetivo interessante do presente estudo.

Alem disso, o efeito protetor da MTF na neuropatia diabética ja foi
estudado anteriormente por Junxiong et al. (2015) no qual se observou um
importante papel antioxidante da MTF. Sendo assim o objetivo central dessa etapa
foi verificar o potencial efeito protetor da MTF na NSP induzida por OXL em
camundongos ndo diabéticos. No presente estudo pudemos observar varias
evidéncias de que a MTF possui realmente um efeito neuroprotetor nos
camundongos com NSP induzida por OXL como sera discutido logo a seguir:

Na 42 etapa do presente estudo a administragdo somente de OXL com a
frequéncia de 2 vezes por semana durante 4,5 semanas aumentou a intensidade de
hiperalgesia mecanica plantar nos camundongos a partir do 21° dia de maneira
significativa em comparacao ao grupo controle e grupo MTF combinado com OXL. O
aumento da intensidade da hiperalgesia nesta 42 etapa do estudo foi corroborado
pelos resultados do aumento da hiperalgesia das 22 e 32 etapas do presente estudo.
Jé o tratamento dos animais com MTF combinado com OXL diminuiu a intensidade
da hiperalgesia mecéanica plantar a partir do 21° dia em comparacdo ao grupo

controle e a partir do 28° dia em comparacdo ao grupo OXL. Nossos dados séo
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consistentes com o estudos conduzidos por Pereira (2015), Azevedo et al. (2013) e
Ling et al. (2007) que mostraram que a administracdo de OXL (2,0 mg/Kg, iv.) em
camundongos e OXL (1,0 mg/Kg, iv.) em ratos realmente diminuiu os limiares de
retirada das patas dos animais de maneira significativa em comparacdo ao grupo
controle corroborando assim 0s nossos resultados. Porém estes pesquisadores ndo
avaliaram o efeito protetor da MTF na NSP induzida por OXL em camundongos.

Adicionalmente, observamos que o tratamento dos animais com MTF
combinado com OXL além de diminuir a hiperalgesia mecanica plantar nos animais
também retardou o tempo de retirada da cauda dos mesmos de maneira significativa
em comparacdo ao grupo OXL passando do 14° dia para o 28° dia apds o0s
tratamentos dos animais. Sugerindo um efeito antinociceptivo da MTF.

Em pacientes a neuropatia aguda ocorre abruptamente apds a
administracdo de OXL. Os pacientes experimentam disestesia e parestesias quando
tocam em itens moderadamente frios que normalmente ndo produziriam dor (ATTAL
et al., 2009). Os sintomas ocorrem nas maos, no rosto e raramente nos pés (ATTAL
et al., 2009; WILSON et al., 2002), diminuem durante o periodo de repouso de cada
ciclo do farmaco e se repetem com administragcbes subsequentes de OXL
(LEONARD et al., 2005). A neuropatia crénica se desenvolve em pacientes apos
doses cumulativas de OXL e, uma vez estabelecida, a maioria dos pacientes
apresentam os sintomas durante meses (DE GRAMONT, 2005). Pacientes queixam-
se de disestesia e parestesia em curso nas maos e pés, que sao freqliientemente
acompanhadas por alteracdes sensoriais de coordenacédo de extremidades (ATTAL
et al., 2009; PASETTO et al., 2006). A avaliacdo de possiveis disestesia e parestesia
em animais pode ser um desafio interessante.

Um estudo conduzido por Kawashiri et al. (2010) corroborou nossos
dados de que o estabelecimento da alodinia térmica acontece mais precocemente a
hiperalgesia mecanica plantar. Neste estudo foi mostrado que a administracao
repetida de OXL em ratos induziu alodinia térmica ao frio a partir do 5° dia de
tratamento e a hiperalgesia mecanica a partir do 15° dia de tratamento.
Adicionalmente a OXL causou também a degeneracdo (atrofia) das fibras
mielinizadas no nervo ciatico de ratos no 28° dia de tratamento (KAWASHIRI et al.,
2010). Esses dados s&o consistentes com o estudo conduzido por Zhao et al. (2012)
que observaram que a administracdo ip. de OXL em camundongos provocou

aumento da hipersensibilidade ao frio nos animais.



114

No teste do rota-rod, observamos que os tratamentos dos animais com
MTF e OXL isolados e combinados em todos os tempos testados por um periodo de
35 dias ndo alterou o tempo de permanéncia dos animais na barra giratéria em
comparacao ao grupo controle nem em comparacgao ao grupo OXL. Mostrando desta
forma que a MTF e OXL n&o influenciam a coordenacdo motora dos animais e 0s
resultados de hiperalgesia e alodinia foram fidedignos aos testes realizados. O teste
do rota-rod é ideal para avaliar o comprometimento neuromotor do animal
relacionado com os farmacos testados. Este teste ja foi bastante utilizado por outros
pesquisadores para avaliar diversas condicdes neuroldgicas, destacando:
neuropatias, miopatias, distrofias musculares e doencas da placa mioneural
(GURNEY et al., 1994; KASPAR et al., 2003).

Um estudo conduzido por Mao-Ying et al. (2014) mostrou que a co-
administracdo de MTF na dose de 200 mg/Kg combinado com CDDP impediu o
estabelecimento da alodinia mecéanica na pata posterior de camundongos induzida
por dois ciclos de CDDP.

Adicionalmente, um estudo recente conduzido por Zhou et al. (2016)
mostrou que a co-administracdo de uma dose mais baixa de MTF 100 mg/kg
também preveniu completamente da alodinia mecénica induzida por trés ciclos de
CDDP em camundongos. Estes resultados indicam um importante efeito protetor da
MTF na neuropatia induzida pelo farmaco antineoplasico como a CDDP.

Autores de uma revisdo citaram que alguns farmacos quimioterapicos
como CDDP, paclitaxel, vincristina e OXL s&o importantes em provocar
neurotoxicidade. Além disso, os mecanismos de acdo da neurotoxicidade destes
guimioterapicos devam provavelmente ser diferentes (JAGGI; SINGH, 2012).

Na 42 etapa do presente estudo além de estudar o efeito da MTF na
hiperalgesia mecéanica plantar e alodinia térmica ao frio, evidenciando um efeito
antinociceptivo através de testes comportamentais, o efeito também foi observado
por um método indireto envolvendo a expressao de c-Fos no GRD e ME.

Os resultados obtidos nesta etapa do estudo utilizando imunofluorecéncia
e analisados por microscopia confocal mostraram no 35° dia apos a administracao
de OXL aumento significativo da imunoexpressao de c-Fos no GRD dos animais em
comparacao ao grupo controle. Isso esta de acordo com dados do estudo conduzido

por Pereira (2015) que mostrou que OXL aumentou a imunoexpressao de c-Fos no
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GRD de camundongos nos experimentos de 28 e 56 dias de maneira significativa
em relacdo ao grupo controle.

No presente estudo o tratamento dos camundongos com MTF diminuiu
significativamente a imunoexpressao de c-Fos no GRD apds a administracado de
OXL. Nos grupos que nédo tiveram a administragdo de OXL nado foi observado o
desenvolvimento da neuropatia nos camundongos e ndo apresentaram também
aumento da marcacédo de c-Fos em neurbnios, mas curiosamente o grupo tratado
somente com MTF (sem OXL) teve uma marcacdo de c-Fos em células né&o
neuronais do GRD. A localizacdo e morfologia destas células marcadas sugerem
que correspondam a células satélites gliais.

As células satélites gliais e de Schwann sédo células gliais do sistema
nervoso periférico que participam da patogénese da neuropatia diabética. As células
de Schawann fornecem principalmente a bainha de mielina que envolve e isolam os
axonios dos neurdnios periféricos (CAMPANA, 2007). J4 os ganglios sensoriais
contém o0s neurbnios somatosensoriais que sao fortemente cercados por células
satélites gliais e sdo considerados componentes vitais da via da dor (HANANI et al.,
2014; HUANG et al., 2013; JASMIN et al., 2010; TAKEDA et al. 2009). Evidéncias
indicaram que distarbios na funcdo glial no diabetes (MILLER, 2005) e o mau
funcionamento das células gliais afetadas por hiperglicemia podem contribuir para o
desenvolvimento de doencgas neuropaticas.

No nosso estudo a marcacao de c-Fos em células satélites gliais ocorreu
no grupo controle e de forma mais acentuada no grupo MTF (ambos néo tratados
com OXL), mas nao foi observado nos animais neuropaticos. Ndo sabemos explicar
porque essas células estdo expressando c-Fos diante de um tratamento crénico com
MTF, uma vez que essa proteina € um marcador classico de ativacdo neuronal.
Contudo, outros autores demonstraram que células satélites gliais de GRD
expressam c-Fos em situacao de injaria (ROIVAINEN; KOISTINAHO, 1990; HOLLY
et al., 2001). As células satélites estdo ganhando cada vez mais destaque nas
publicacdes relacionadas a lesdes neuropaticas e inflamatérias exercendo um papel
regulatorio na sensibilizacdo do neurdnio periférico, tendo um papel semelhante a
glia da ME (JASMIN et al., 2010; TAKEDA et al., 2009). Provavelmente tem também
um papel ha manutengdo da homeostase neuronal a nivel periférico. Sendo assim,
podemos supor que o aumento de c-Fos nas células satélites gliais do GDR de

animais tratados com MTF, demonstre uma ativacdo dessas ceélulas e possa
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significar alguma participag&o no efeito neuroprotetor preventivo da MTF. Entretanto
outros estudos sdo necessarios para elucidar essa participacao e significado desse
aumento de c-Fos.

Ja no corno dorsal da ME no 35° dia ap6s a administracdo de OXL nao
houve alteracéo significativa da imunoexpressao de c-Fos em nenhum dos grupos.
Talvez essa auséncia de expressao de c-Fos na ME seja devido ao tempo de
neuropatia apresentado nos animais induzida pela OXL. Esses dados séo
consistentes com os resultados de Pereira (2015) que no 28° dia apls a
administragdao de OXL observou aumento da imunoexpressdo de c-Fos no corno
dorsal da ME dos camundongos que nao foi observado no 56° dia de experimento.

No estudo conduzido por Azevedo et al. (2013) foi observado que a partir
do 14° dia de NSP induzida por OXL em camundongos houve uma diminui¢ao
progressiva no tamanho dos neurdnios sugerindo uma atrofia desses neurdnios e
aumento de células gliais no corno dorsal da ME apds analise por HE. Vale salientar
gue a coleta do GRD e ME no presente estudo foi realizada no 35° dia e ndo no 14°
dia como no estudo de Azevedo et al. (2013), o que pode ter influenciado a
expressao de c-Fos, ou seja, talvez o0 aumento da imunoexpressa de c-Fos aconteca
somente em tempo mais inicial da neuropatia.

Diversos estudos publicados na literatura utilizaram a expresséo de c-Fos
como uma ferramenta para demonstrar a presenca de neurénios noci-responsivos
especialmente na ME (BULLITT et al., 1992; CINTRA et al.,, 1993; HERDEGEN et
al., 1994; MORGAN, GOGAS, BASBAUM, 1994; BULLIT, 1989).

Gogas et al. (1991) comentaram que a imunohistoquimica da proteina
Fos pode ser utilizada como meio de monitorar a atividade de grandes populacdes
neuronais, em resposta a estimulos nocivos persistentes. Ja um estudo conduzido
por Presley et al. (1990) mostraram que ha forte correlacdo entre o comportamento
gerado pela dor e o N° de células que expressam a proteina Fos. O assunto foi
bastante discutido na revisdo realizada por Harris em 1998.

Nos estudos conduzidos por Huang et al. (2016a; 2016b) foi demonstrado
que baixas concentracbes de OXL ao penetrarem no SNC podem excitar
diretamente o neurdnio espinhal dorsal e contribuir para a dor aguda ap6s Unica
administracao ip. de OXL. No entanto, o mecanismo subjacente do ingresso de
baixas concentracbes de OXL no SNC que podem estar levando a sensibilizagc&o

central e neuropatia aguda ainda nado estdo claros. Dados do presente estudo
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sugerem que a ativagao do corno dorsal da ME talvez esteja acontecendo somente
nos estagios iniciais da neuropatia associada a OXL em tempo inferir a 35 dias ap6s
a administracao de OXL.

No presente estudo observamos que o aumento da imunoexpressao de c-
Fos no GRD dos camundongos no 35° dia coincidiu com o mesmo intervalo temporal
do aumento da intensidade da hiperalgesia mecénica plantar bem como com da
diminuicdo do tempo de retirada da cauda dos camundongos nos teste de Von Frey
e TIC. O mesmo ndo podemos afirmar com relacdo a expressao de c-Fos no corno
dorsal de ME dos animais e 0s resultados conseguidos nos testes nociceptivos até o
35° de experimento.

De acordo com Teixeira (2009) a expressao de c-Fos esta relacionada a
atividade neuronal e a intensidade da dor reforcando essa ideia em outros estudos.
Adicionalmente observamos de forma inédita uma protecao do grupo tratado com a
combinagdo MTF e OXL de maneira significativa em comparacdo ao grupo OXL.
Esses dados sdo consistentes com os resultados de Pereira (2015) que demonstrou
aumento da imunoexpressao de c-Fos no GRD entre o 28° e 56° dia de tratamento
com OXL e estes dados foram reforgcados também pelo o estudo conduzido por
Jacobs et al. (2010) em que alteracdes causadas pela OXL atinge principalmente o
sistema nervoso periférico, devido & limitada penetracdo da OXL no SNC.

Desse modo, por atingir principalmente o SNP, a OXL pode provocar
alteracdes nos neurénios do GRD, levando a hiperresponsividade desses neurdnios.
Essa responsividade aumentada pode estimular a liberacdo de neurotransmissores,
como o glutamato, em neurdnios no corno dorsal da ME. A estimulag&o nociceptiva
repetitiva e os estados patoldgicos resultam em liberacdo de glutamato e pode levar
a alteracbes no volume do espaco extracelular e arquitetura, aumentando a
neurotoxicidade do glutamato e ocorrendo lesdo neuronal (VARGOVA et al., 2001).

Ainda através do estudo por imunofluorescéncia, também procuramos
avaliar se o efeito antinociceptivo estava combinado ou resultava de um possivel
efeito neuroprotetor da MTF através do estudo da imunoexpressdo de ATF-3 no
GRD e ME de camundongos.

No presente estudo, procuramos observar qual a relacdo da
imunoexpressdo de ATF-3 no GRD e no corno da ME dos camundongos ap0s

administracao de OXL e tratamento com MTF.
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O ATF-3 é um membro da familia ATF/CREB (fatores de transcricdo e
ativacao/proteina de ligacdo a elemento responsivo ao AMPc) é induzido em uma
variedade de tecidos estressados. O ATF-3 regula a transcricao por ligacéo a locais
do DNA com um homodimero ou heterodimeros com proteinas jun. O ATF-3 nédo é
expresso no tecido intacto, mas sim no tecido exposto ao sinal de estresse. A
inducdo do ATF-3 pode ser uma resposta celular comum a sinais de estresse, em
gue a resposta nao € especifica de tecido nem de estresse especifico. Além disso, o
ATF-3 néo é expresso de forma constitutiva no GRD nem ME, sendo induzida de
forma consideravel em neurbnios submetidos a axotomia. Desse modo, o ATF-3
pode desempenhar papeis importantes na resposta ao estresse em geral, sendo
induzido em neurbnios sensoriais e motores da ME apds a lesdo do nervo e
considerado um marcador de lesédo neuronal. Além disso, o ATF-3 é um marcador
nuclear de neurénios com axénios lesados (TSUJINO et al., 2000).

O ATF-3 é induzido em estresse fisiolégico em varios tecidos (CHEN;
WOLFGANG:; HAI, 1996). E também um marcador de regeneracdo apos a leséo dos
neurdnios do GRD relacionado a dor (HANS et al., 2011).

O estudo conduzido por Hans et al., (2011) mostrou que a resposta da
expressdo de ATF3 a axotomia envolve um mecanismo dependente da distancia. O
ATF3 também parece ser um marcador neuronal util e confiavel de lesdes nervosas,
mesmo em seres humanos. Além disso, “up-regulation” de ATF3 em neurdnios
motores e sensoriais parece estar ligada a uma competéncia regenerativa.

No presente estudo a administracdo somente de OXL nos camundongos
aumentou a imunoexpressao em neuronios para ATF-3, um marcador de leséo
neuronal até o 35° dia de experimento no GRD de maneira significativa em
comparacao ao grupo controle. Ja o tratamento dos animais com MTF combinado
com OXL diminuiu a imunoexpressdo das células para ATF-3 de maneira
significativa em comparacéo ao grupo OXL.

Em um estudo conduzido por Di Cesare Mannelli et al. (2015)
demonstrou-se um aumento da imunoexpressdo de ATF-3, por imunohistoquimica,
no nervo ciatico e GRD a partir do 21° dia de administragcdo de OXL em um modelo
de neuropatia em ratos. Esses dados sdo consistentes com os resultados do
presente estudo, que no 35° dia ap0s as administragdes de OXL foi observado um
aumento da imunoexpressdo de ATF-3 no GRD e corno dorsal da ME dos

camundongos que foi protegido pelo tratamento com MTF.
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Neste 42 etapa do estudo, observamos uma diminuicdo da
imunoexpresséo de c-Fos e ATF-3 no GRD bem como de ATF-3 no corno dorsal da
ME. Talvez o dano provocado pela OXL e o estabelecimento da NSP se inicie mais
precocemente no SNP e depois se estenda para o SNC. Ainda nesta etapa do
estudo observamos um importante efeito neuroprotetor da MTF na NSP induzida por
OXL tanto nos estagios iniciais como tardios do estabelecimento dessa neuropatia.
Ainda é grande o desafio no entendimento dos mecanismos e mediadores
envolvidos na NSP induzida por OXL bem como na busca de opdes terapéuticas

para o tratamento da neurotoxicidade crénica associada & OXL.

Um estudo conduzido por Russe et al. (2013) mostraram que a ativacao
da AMPK esta associado a efeitos benéficos como a melhoria dos estados
hiperglicémicos no diabetes bem como na redugdo da obesidade e processos
inflamatoérios. Neste estudo, foi investigado o impacto da AMPK na nocicepcgao
inflamataoria utilizando 5-amino-1-b-D-ribofuranosil-imidazole-4-carboxamida (AICAR)
e MTF como ativadores de AMPK. Observou-se efeito anti-inflamatorio e
antinociceptivo pela ativacdo da AMPK por esses ativadores. O mecanismo parece
basear-se na regulacdo da subunidade AMPKa2 da quinase em neurénios e células
imunes. Testes com camundongos nocaute para AMPKa2 mostraram aumento
nociceptivo. Respostas que nao foram revertidas por ativadores da AMPK. Esses
efeitos sdo pelo menos parcialmente mediados por reducdo da ativacdo de
diferentes quinases de AMPK na coluna vertebral. E subsequente diminuigdo na
inducdo de c-Fos relevante para a dor, o que constitui uma marcador de atividade
elevada nos neurbnios da ME apds estimulacdo periférica nociva. Esses dados
indicam que a ativacdo de AMPKa2 pode representar uma nova opg¢ao terapéutica
para o tratamento da dor associada a inflamacado, proporcionando analgesia com
menos efeitos adversos indicando que AMPK poderia servir como um novo alvo
terapéutico em dor com menos efeitos indesejaveis secundarios.

Em um estudo bastante recente conduzido por Ling et al. (2017)
disponivel online e com publicag&o prevista para o ano de 2017 demonstraram que a
atividade diminuida de AMPKa foi significativamente acompanhada pelo aumento da

plasticidade sinaptica induzida por estimulacdo de alta frequéncia.
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A ativagdo de AMPK pode ser mediada por caminhos diferentes. Pode
resultar da 1) ligacéo alostérica de AMP ou analogos estreitamente relacionados a
subunidade G da enzima ou 2) fosforilacdo reversivel da subunidade catalitica por
LKB1, que ocorre principalmente em um residuo de treonina na subunidade alfa (a).
Ligagdo de AMP a subunidade (8) gama também aumenta a extensdo da
fosforilagao da subunidade alfa (a) por inibicdo da desfosforilagdo (CARLING et al.,
2012).

Diante das crescentes investigacfes disponiveis na literatura sobre o
papel da via mTOR/AMPK na neuroprotecdo por MTF, associado aos nossos
resultados demonstrando o seu efeito neuroprotetor na NSP por OXL, torna-se
importante a continuidade da pesquisa desse farmaco nesse modelo associado a
investigacdo do envolvimento dessa via no possivel mecanismo.

Atualmente ndo existem farmacos aprovados para o tratamento da NSP
induzida por OXL. Por isso, pacientes com CCR em tratamento com OXL podem
esta recebendo doses menores desse farmaco. Além disso a NSP induzida por OXL
reduz acentuadamente a qualidade de vida dos pacientes durante e apos o
tratamento. Por isso € tdo importante o entendimento da patogénese dessa
neuropatia a fim de buscarmos alternativas para prevencdo e/ou tratamento da
neurotoxicidade consequente a OXL.

Estes resultados devem servir de estimulo para outros pesquisadores
continuar suas pesquisas sobre o potencial papel neuroprotetor da neuropatia
induzida por OXL. Além disso, devemos apostar na pesquisa de novos alvos
celulares e moleculares bem com em farmacos com promissor potencial no
tratamento e prevencéo da neurotoxicidade induzida por OXL.

Acreditamos que os resultados apresentados no presente estudo possam
melhorar a compreensdo da patogénese da neuropatia induzida por OXL e
sugerimos novos estudos sobre os efeitos neuroprotetores da MTF a fim de habilita-
la como farmaco para a prevencdo e/ou tratamento da neuropatia induzida pela
OXL.
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8 CONCLUSAO

Diante dos dados apresentados e discutidos no presente estudo,
concluimos que uma condi¢do pré-existente de DM associada com hiperglicemia
persistente em camundongos, tanto antecipa como amplifica o desenvolvimento da
NSP induzida por OXL.

A MTF apresentou importante papel protetor na NSP induzida por OXL
diminuindo o comportamento nociceptivo frente aos estimulos mecéanicos e térmicos
assim como a expressdo de c-Fos no GRD. Além disso, a MTF mostrou também
importante papel neuroprotetor observado pela diminuicdo da imunoexpressao de
ATF-3 no GRD e ME.
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