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EPIGRAFE

“Tudo tem o seu tempo determinado,
e hd tempo para todo proposito
debaixo do céu Ha tempo de nascer, e
tempo de morrer, tempo de plantar, e

tempo de arrancar o que se plantou.”

(Eclesiastes 3:1-2).



RESUMO

COMBINACAO TERAPEUTICA DA PROTEINA McLTP; e OXALIPLATINA
NA ATIVIDADE ANTITUMORAL E NA NEUROPATIA SENSITIVA
PERIFERICA EM MODELO DE CANCER DE COLORRETAL.

A oxaliplatina (OXL) ¢ um antineoplasico, utilizada como a 1? linha de tratamento do
cancer de coloretal (2° lugar em incidéncia no Brasil), de extrema importancia na clinica
oncologica. Possui como principal efeito adverso a neuropatia sensitiva periférica
(NSP), uma condicao neurotoxica debilitante e dolorosa que pode levar a suspensao do
tratamento ou diminuicdo da dose, diminuindo a sobrevida dos pacientes com CCR.
Estudos demonstram que uma proteina purificada da semente de Morinda citrifolia
(McLTP;) tem propriedade analgésica e antinflamatoria e preveniu a NSP induzida por
OXL em camundongos Swiss. Ainda ndo existe terapia validada para a prevengdo ou
tratamento da NSP por OXL e ¢ de interesse que as propostas terapéuticas tenham efeito
antineuropatico ¢ ao mesmo tempo ndao diminuam o efeito antitumoral do
antineoplédsico. Assim, o objetivo foi avaliar o efeito da McLTP; na atividade
antitumoral da OXL e na NSP associada em animais com tumor de células de
adenocarcinoma colorretal murino CT26.WT. Para isso, foi induzido tumor com
linhagem CT26.WT (0,25 x10° celulas/animal), no flanco por via subcutinea em
camundongos BALB/c machos (20 a 25g), provenientes do biotério do NPDM-
UFC.Apo6s 10 dias da inoculagéo, os animais foram divididos em 4 grupos: controle
(tratado com o veiculo da OXL), grupo tratado com McLTP; (4mg/kg; v.o;
diariamente), grupo OXL (6 mg/kg.iv; a cada 48 h) e grupo McLTP; + OXL. O
crescimento tumoral foi acompanhado até o 14° dia. A NSP foi avaliada pelos testes de
alodinia mecénica e térmica. Ao final do experimento os camundongos foram
eutanasiados, foi coletado sangue periférico para realizacdo de leucometria e o tumor
para avaliacdo do peso Umido e ensaio de imunofluorescéncia para Ki67, CD31 e
HMGB1. Adicionalmente, foi avaliada a citotoxicidade, in vitro, da McLTP; isolada e
em combinagdo com OXL. A viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio MTT. A
linhagem CT26.WT foi exposta as concentracdes de McLTP; de (0,024 a 200 uM) por
48 a 72 h. Apbs determinar a ICsp da McLTP;, foi realizada uma curva da OXL
isoladamente (0,39 uM até 20 uM) e outra curva em associacdo com a McLTP; em uma
concentracdo fixa (ICsp). Os resultados mostraram que McLTP; inibiu o
desenvolvimento da NSP causada por OXL, diminuindo a alodinia mecanica em até
96,8% (p<0,001) e a alodinia ao frio 85,2% (p<0,001). Na avaliagdo do efeito
antitumoral a McLTP; e OXL diminuiram o tamanho do tumor em 51,1% e 81,3%
(p<0,001), respectivamente e 0 peso do tumor em 76,1% (p<0,05). A associagdo de
McLTP;+OXL diminuiu em 63% e 78% (p<0,001) o tamanho e 0 peso do tumor. N&o
houve diferenca entre o grupo OXL e o grupo tratado com a combinacdo
(OXL+McLTP1). Todos os tratamentos inibiram a marcacdo para Ki67 e CD31. A
marcacdo para HMGBL1 foi aumentada em todos os grupos tratados. McLTP1 aumentou
o efeito da OXL sobre este marcador. A OXL diminuiu o numero total de leucdécitos,
principalmente os linfocitos (89,5%) quando comparado ao controle (p<0,05). Esse
efeito foi prevenido pela McLTP; em 78,8% (p<0,01). In vitro, OXL diminuiu a
viabilidade celular com I1Csy de 1,74, 2,6 ¢ 0,75uM apds 48, 72 ¢ 96h de incubagdo.
McLTP; apresentou uma ICso de 104,7, 44,12 e 23,6uM no mesmo periodo. A
associagdo de McLTP1 com OXL baixou a ICsg para 1,35 e 0,24 uM nos tempo de 72 e
96 h (p<0,05) demostrando efeito potenciador. Os resultados sdo promissores tendo em
vista o potencial da McLTP; como adjuvante na terapia do cancer colorretal com OXL
tanto pelo seu efeito neuroprotetor e também antitumoral.

Palavras-chave: Oxaliplatina; Cancer colorretal; Proteina de Transferéncia Lipidica, Morinda citrifolia



ABSTRACT

THERAPEUTIC COMBINATION OF McLTP; PROTEIN AND OXALIPLATIN IN
ANTITUMOR ACTIVITY AND PERIPHERAL SENSORY NEUROPATHY IN A
COLORECTAL CANCER MODEL.

Oxaliplatin (OXL) is 3rd generation platinum based antineoplastic drug, used as the 1st
line of treatment for colorectal cancer (2nd place in incidence in Brazil), of extreme
importance oncology, whose main effect is collateral peripheral sensory neuropathy
(PNS), a debilitating and painful neurotoxic condition that can lead to treatment
suspension or dose reduction, therefore decreasing CRC patient survival. Studies
demonstrate that a protein purified from the seed of Morinda citrifolia (McLTP,) has
analgesic and anti-inflammatory properties and prevented OXL-induced NSP in Swiss
mice. There is still no validated therapy for the prevention or treatment of NSP by OXL
and it is of interest that therapeutic proposals have an anti-neuropathic effect and at the
same time do not reduce the antitumor effect of the antineoplastic drug. Thus, the
objective of this work was evaluate the effect of McLTP, on the antitumor activity of
oxaliplatin and on the associated NSP in animals with murine colorectal
adenocarcinoma cell tumor CT26.WT. For this, male BALB/c mice (20 to 25g), from
the NPDM-UFC animal facility, were inoculated subcutaneously in the flank with the
CT26.WT cells (0.25 x10: cells/animal). 10 days after inoculation, the animals were
divided into 4 groups: control (treated with the OXL vehicle), group treated with
McLTP, (4mg/kg; p.o; daily), OXL group (6 mg/kg.iv; every 48 hours) and group
McLTP, +OXL. Tumor growth was monitored daily until the 14th day. NSP was
assessed by mechanical and thermal allodynia tests. At the end of the experiment, the
mice were euthanized, peripheral blood was collected for leukometry and the tumor was
collected for wet weight assessment and immunofluorescence assay for Ki67, CD31 and
HMGB1. Additionally, the in vitro cytotoxicity of McLTP, alone and in combination
with OXL was assessed by the MTT colorimetric assay. The CT26.WT cells were
exposed to increasing concentrations of McLTP, (0.024 to 200 uM) for 48 to 72 hours.
After determining the ICso of McLTP1, a curve was performed for OXL alone (0.39 uM
to 20 uM) and another curve in association with McLTP, at a fixed concentration (ICsp).
The results showed that treatment with McLTP, inhibited the development of NSP
caused by OXL, reducing mechanical allodynia by up to 96.8% (p<0.001) and cold
allodynia by 85.2% (p<0.001). In evaluating the antitumor effect, McLTP, and OXL
decreased tumor size by 51.1% and 81.3% (p<0.001), respectively, and tumor weight by
76.1% (p<0.05). The association of McLTP,+OXL reduced tumor size and weight by
63% and 78% (p<0.001). There was no difference between the group treated with OXL
and the group treated with the combination (OXL+ McLTP,). All treatments inhibited
tumoral labeling for Ki67 and CD31. HMGB1 labbeling was increased in all treated
groups. McLTP, increased the effect of OXL on this marker. OXL decreased the total
number of leukocytes, especially lymphocytes (89.5%) when compared to the control
(p<0.05). This effect was prevented by McLTP, in 78.8% (p<0.01). In vitro, OXL
decreased cell viability with 1Csy of 1.74, 2.6 and 0.75uM after 48, 72 and 96h of
incubation. McLTP, presented an 1Csq of 104.7, 44.12 and 23.6uM in the same period.
The association of McLTP, with OXL lowered the ICsq to 1.35 and 0.24 uM at 72 and
96 h (p<0.05), demonstrating a potentiating effect. The results are promising
considering the potential of McLTP, as an adjuvant in colorectal cancer therapy with
OXL for both its neuroprotective and antitumor effects.

Keywords: Oxaliplatin; Colorectal Cancer; Lipid Transfer Protein, Morinda citrifolia
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1. INTRODUCAO

Um estudo publicado em junho de 2024 no periddico internacional the Lancet
destacou que o cancer colorretal foi o terceiro mais diagnosticado no mundo em 2020,
com cerca de 2 milhdes de novos casos. Em consonancia com esse elevado niimero de
incidéncias, o Instituto Nacional de Cancer (INCA) estimou que, em 2024, surgiriam
aproximadamente 40 mil novos casos no Brasil, sendo 2.500 no estado do Ceara e 1.500
no municipio de Fortaleza (SESA, 2024).

Nos tultimos anos, os avanc¢os no tratamento do cancer colorretal tém sido
notaveis, com destaque para o desenvolvimento da imunoterapia, que revolucionou as
abordagens terap€uticas. A imunoterapia visa estimular o sistema imunologico a
reconhecer e atacar células cancerigenas. Um dos mecanismos centrais dessa terapia
envolve os inibidores de checkpoint imunolégico, como os anticorpos que bloqueiam as
proteinas PD-1, PD-L1 e CTLA-4, que geralmente "desligam" a resposta imune contra o
tumor. Esses inibidores ajudam a restaurar a capacidade do sistema imunoldgico de
combater as células tumorais, mostrando resultados promissores, especialmente em
pacientes com tumores colorretais com altas taxas de mutagdes no DNA (SAMPAIO et
al, 2023).

Apesar dos avangos da imunoterapia, a oxaliplatina continua sendo um dos
principais quimioterapicos no tratamento adjuvante do cancer colorretal. A oxaliplatina,
frequentemente usada em combinagdao com outros agentes como o S-fluorouracil,
permanece um pilar fundamental no tratamento, pois € eficaz no controle do cincer e na
prevengdo de recidivas, particularmente em estagios avangados da doenga. Embora
novas terapias imunoldgicas se mostrem como grandes promessas, a oxaliplatina
continua desempenhando um papel essencial, combinando-se com terapias
imunolodgicas para maximizar os beneficios terapéuticos, conforme destacado em
estudos recentes publicados na revista The Lancet em 2024 (ENG et al., 2024).

A neuropatia sensitiva periférica (NSP), frequentemente associada a tratamentos
com a quimioterapia com oxaliplatina, surge como uma complicacdo debilitante que
afeta diretamente o bem-estar dos pacientes. Estudos mostram que até 85% dos
pacientes tratados com oxaliplatina podem desenvolver NSP, o que pode ser um fator
importante de comprometimento da qualidade de vida (CHENG et al., 2023).

Os sintomas da NSP como dor, formigamento e perda de sensibilidade, podem

comprometer a capacidade do paciente de realizar atividades cotidianas, tornando-se um
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fator crucial para a desisténcia do tratamento. Em muitos casos, o tratamento tem que
ser substituido, devido ao desconforto causado pela neuropatia, 0 que pode
comprometer a eficicia do tratamento e as chances de cura do cancer (MARTIN, 2011).

Estudar a neuropatia sensitiva periférica nesse contexto é essencial, pois permite
identificar formas de prevenir ou minimizar seus efeitos, garantindo que os pacientes
permanecam no tratamento necessario para combater a doenga. Atualmente, grupo de
pesquisa do Laboratério de Farmacologia da Inflamacdo e do Cancer (LAFICA) esta
dedicando esforcos ao estudo da McLTPy, uma proteina purificada a partir de sementes
do fruto da Morinda citrifolia (CAMPOS et al., 2016), no que diz respeito aos seus
efeitos antinociceptivos e neuroprotetores no modelo de neuropatia sensitiva periférica
induzida por oxaliplatina (CESARIO, 2023). Essa proteina tem uma boa estabilidade
térmica e atividade bioldgica tanto por via parenteral como por via oral, o que a torna
relevante em termos clinicos. Tem se demonstrado que a McLTP; possui efeitos
antiinflamatdrios, antibacteriano, gastroprotetor, cicatrizante em modelos experimentais,
inclusive inibindo a mucosite intestinal provocada por irinotecano, outro quimioterapico
utilizado no tratamento do cancer colorretal (CAMPOS et al., 2017; SOUZA et al.,
2018; DO CARMO et al., 2022 ). Outros autores avaliaram seu efeito in vitro contra
linhagens celulares de cancer com resultados promissores (LUTIF, 2015).

Seguindo essa premissa, a presente pesquisa buscou expandir o entendimento
verificando seu potencial, in vivo e in vitro, com o objetivo de estudar o seu efeito no
tumor de células de adenocarcinoma colorretal e o efeito de sua combinacdo com a
oxaliplatina, avaliando a interferéncia no efeito antineoplasico deste quimioterapico,

bem como na NSP associada.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Cancer colorretal

O cancer ¢ o principal problema de satde publica no mundo, figurando como
uma das principais causas de morte e correspondendo a primeira ou a segunda causa de
morte prematura, antes dos 70 anos na maioria dos paises (SANTOS, M. O. et al.,
2023). Dentre os tipos de cancer, no Brasil, o cancer de colon e reto esta entre 0s mais
prevalentes, alcangando o segundo lugar de incidéncia em homens e mulheres (INCA,
2022). Estudos recentes divulgados pela revista THE LANCET no ano de 2024
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mostram que a prevaléncia tem acometidos pacientes mais novos com menos de 50 anos
de idade, gerando uma preocupacdo crescente com relagdo a seu tratamento e rastreio
nesta populagéo (ENG et al., 2024).

A ILUSTRACAO 1, representa a estimativa de novos casos de cancer, exceto o

cancer de pele ndo melanoma, em homens e mulhers ate o0 ano de 2025 feito pelo INCA.

ILUSTRACAO 1 Estimativa do INCA de novos casos de cancer em homens e mulheres
até o ano de 2025.

Estimativas de novos casos de céncer, em homens, para 2023-2025 Estimativas de novos casos de cancer, em mulheres, para 2023-2025

Incidéncia de Cancer no Brasil Incidéncia de Cancer no Brasil

- - a Localiza¢@o primaria Casos
Localizago priméaria Casos %
Prostata 71.730 30%

Figado 6.390 2,7%

Fonte: INCA, 2022.

O cancer de colon e reto abrange os tumores que se iniciam na parte do intestino
grosso, chamada colon, no reto, que corresponde ao final do intestino imediatamente
antes do anus, e no anus. E uma doenca heterogénea, que se desenvolve
predominantemente a partir de mutacdes genéticas em lesGes benignas, como po6lipos
adenomatosos e serrilhados (SULLIVAN et al., 2022).

O cancer colorretal esta relacionado a uma combinacdo de fatores genéticos e
ambientais. Dentre os principais fatores de risco, estdo o historico familiar de cancer
colorretal, uma dieta com baixa ingestdo de fibras e folato e alta em gorduras e carnes
vermelhas, além de habitos como tabagismo, a falta de atividade fisica, obesidade,
diabetes e doencas inflamatorias intestinais (AL-SOHAILY et al., 2012; DYSON;
RUTTER, 2012).

A maior parte dos casos de cancer colorretal se origina de pdlipos adenomatosos,
que sdo lesdes inicialmente benignas, mas que tém o potencial de se tornar malignas.
Estima-se que cerca de 5% desses polipos evoluam para cancer dentro de um periodo de
cinco a dez anos. Entre as neoplasias malignas, o cancer colorretal € particularmente

influenciado por alteragdes genéticas em seu processo de desenvolvimento. Cerca de
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95% dos tumores colorretais sdo considerados esporadicos, ou seja, surgem em pessoas
sem historico familiar da doenca, com as mutacBes genéticas envolvidas na
carcinogénese ocorrendo em células somaticas. Os sintomas mais comuns na
apresentacdo clinica do cancer colorretal sdo: dor abdominal, sangramento retal,
alteracdo de hébito intestinal e perda de peso involuntaria (MINISTERIO DA SAUDE
2024).

No tratamento do céncer colorretal, a cirurgia para remog¢do do tumor primario,
acompanhada de linfadenectomia regional, é a abordagem principal, assim como a
remocao de metastases quando necessario. Para pacientes com estagios mais avancados
da doenca, a quimioterapia é indicada, sendo que em casos de estagio Il ou Ill, a
quimioterapia adjuvante é recomendada para prevenir recidivas, enquanto em estagios
IV, a quimioterapia é usada para controle e alivio dos sintomas. A quimioterapia pode
ser administrada antes da cirurgia (neoadjuvante) para melhorar a ressecabilidade do
tumor, ou ap0s a cirurgia (adjuvante) para reduzir o risco de metastases, como sugere 0
protocolo clinico e diretrizes terapéuticas de adenocarcinoma de colon e reto 2024 do
ministério da satde do Brasil (MINISTERIO DA SAUDE, 2024).

A oxaliplatina continua sendo um dos principais quimioterapicos utilizados,
frequentemente combinada com outros agentes, como o 5-fluorouracil, para maximizar
os resultados do tratamento (DE JONG et. al. 2011). Em termos de prevencéo, adotar
uma dieta rica em fibras, controlar o peso e manter uma alimentacdo balanceada sao
medidas essenciais. Além disso, estudos sugerem que o uso prolongado de aspirina e
antiinflamatérios ndo esteroidais pode reduzir a incidéncia de céancer colorretal
(CAPPELL, 2008; JANKOWSKI; HUNT, 2008; COOPER et al., 2010).

Entre os cinco subtipos de CCR (adenocarcinomas, tumores carcindides,
tumores estromais gastrointestinais, linfomas e sarcomas), os adenocarcinomas Sao 0S
mais comuns (95% de todos os CCRs), podendo ser categorizado em trés graus de
diferenciacdo: adenocarcinoma bem diferenciado (grau 1), moderadamente diferenciado
(grau 1) e pouco diferenciado (grau Il1). Atualmente, o estadiamento do CCR, referido
como estadiamento clinico, é baseado em resultados de exames fisicos, bidpsias,
exames de imagem (tomografia computadorizada ou ressonancia magnética, raios X,
Tomografia por Emissdo de Positrons etc.) e achados cirdrgicos. Os critérios de
estadiamento sdo baseados em: 1) até que ponto o cancer cresceu na parede do intestino;
2) se atingiu estruturas préximas; e 3) se espalhou para os noédulos linfaticos proximos
ou para 6rgos distantes (MINISTERIO DA SAUDE, 2023).
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ILUSTRACAO 2: Estagio do cancer de colorretal.

/ Spread to other organs

Fonte: Nacional Cancer Institute, 2021.

Nas neoplasias, o crescimento celular é essencial, sendo a multiplicacdo das
células crucial para o desenvolvimento e reposicdo celular. O tumor é composto por
células tumorais (parénquima) e pelo estroma, que inclui vasos neoformados, células
inflamatorias e tecido conjuntivo (DVORAK, 1986).

Os vasos neoformados que acompanham o crescimento tumoral sdo gerados pelo
processo da angiogénese. A angiogénese envolve varias etapas, como vasodilatacédo,
aumento da permeabilidade, migracdo de células endoteliais e maturacdo dos vasos,
com o fator VEGF desempenhando papel central nesse processo (Hoeben et al., 2004;
Dvorak et al., 1995). A angiogénese tumoral é uma etapa critica no crescimento,
disseminacdo metastatica e recrescimento do cancer colorretal. A metastase do cancer
colorretal pode resultar da entrada passiva na circulacdo secundaria ao efeito de fatores
angiogénicos. A angiogénese se tornou um alvo atraente para o desenvolvimento de
medicamentos anticancer, com base em seus papéis importantes no crescimento,
invasdo e metastase do tumor. Inibidores de angiogenese vém sendo utilizados no
tratamento de alguns canceres, tendo como exemplo o bevacizumabe, um inibidor de
VEGF. Alguns marcadores teciduais séo utilizados para investigacdo do processo de
angiogenese na progressao tumoral, dentre eles o préprio VEGF e o CD31, um
marcador de celulas endoteliais (RMALLI, et al., 2007).

O comportamento do tumor é determinado pelas células parenquimatosas, mas

sua evolugdo depende criticamente do estroma. A taxa de proliferacdo celular das
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celulas neoplésicas parece ser determinante no progndstico e desfecho nos tratamentos
anti-cancer (Kumar et al., 2005). O antigeno Ki-67 é expresso durante todo o ciclo
celular em células em proliferacdo, exceto para células quiescentes (G0). A correlagdo
entre a expressdo de Ki-67 e o prognostico de pacientes com CCR é contraditoria em
varios estudos, alguns apontando para um indice alto de Ki67 como mal progndstico e
outros apontando para um prognéstico melhor. O assunto foi revisado em uma
metanalise em que a conclusdo aponta que a alta expressdo de Ki-67 esta
significativamente correlacionada com baixa sobrevida global e sobrevida livre de
doenca, indicando que a alta expressdo de Ki-67 pode servir como um método preditivo
valioso para mau prognostico de pacientes com cancer colorretal. (ZHUO et al., 2009).
As consequéncias das neoplasias estdo relacionadas ao seu tamanho, localizacéo
e capacidade de produzir substancias biologicamente ativas, além dos efeitos destrutivos
no local original e em outras partes do corpo. O avango cientifico tem sido essencial
para melhorar o diagndstico e o tratamento de tumores, com modelos experimentais
desempenhando papel importante na compreensdo do desenvolvimento do céancer e na

avaliacdo de substancias com potencial antineoplasico.

2.3 Tratamento farmacolégico do cancer colorretal

A escolha do protocolo de tratamento do cancer colorretal deve considerar
principalmente o perfil de toxicidade dos farmacos, as caracteristicas fisioldgicas, a
capacidade funcional e as escolhas de cada paciente (MINISTERIO DA SAUDE,
2024).

Terapia isolada ou uso de esquemas terapéuticos baseados na combinagdo de
dois ou mais farmacos entdo entre as opg¢des de tratamento do cancer colo retal. Os
protocolos mais utilizados indicam o uso de leucovorin, 5-fluorouracil, irinotecano e
oxaliplatina. O protocolo quimioterapico sistémico contendo 5-fluorouracil, leucovorin
e oxaliplatina em infusdo em bolus ou infusdo continua é conhecido como FOLFOX e o
protocolo contendo leucovorin, irinotecano e 5-fluorouracil em infusdo continua ou em
bolus é conhecido como FOLFIRI (ANDRE, T. et al., 1999; BOLEN, L. T. et al, 2016;
DE GRAMONT, A. et al., 2020). Em outros protocolos, como no regime FOLFOXIRI
gue é composto por oxaliplatina, acido folinico, de 5-fuorouracil e irinotecano (SALAT,

2020) ou no regime XELOX/CAPOX composto pela capecitabina e oxaliplatina, ou no
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regime que envolve a capecitabina a bevacizumabe e oxaliplatina para doencas
metastaticas (ARKENAU, 2011; PULVERS; MARX, 2017).

Novas terapias com associacOes estdo sendo testadas em diversas combinagoes
que além dos protocolos praticados outros como o ensaio FOXTROT é um estudo
clinico importante na area de quimioterapia, especialmente no tratamento do cancer
colorretal. O estudo FOXTROT investiga diferentes abordagens terapéuticas para o
cancer colorretal em estagios iniciais. Este ensaio clinico teve como objetivo avaliar a
eficacia da combinacdo de quimioterapia com oxaliplatina e fluorouracil (5-FU), com o
adicional de terapias direcionadas, comparando diferentes esquemas de tratamento
adjuvante (tratamento complementar apds a cirurgia). A pesquisa envolveu pacientes
com cancer colorretal em estagio Il e Ill, e a principal meta era investigar se essas
combinagbes de medicamentos poderiam melhorar as taxas de sobrevida e prevenir
recidivas do cancer (ENG et al 2024).

O estudo FOXTROT é particularmente relevante, pois explorou o impacto da
quimioterapia neoadjuvante (realizada antes da cirurgia), algo que ainda esta sendo
avaliado em termos de beneficio clinico. Esse tipo de abordagem visa reduzir o tamanho
do tumor antes da remocdo cirargica, oferecendo uma oportunidade de melhorar os
resultados da cirurgia.

Os resultados do ensaio FOXTROT tém ajudado a esclarecer as melhores
praticas no uso de quimioterapia no tratamento de cancer colorretal e a explorar novas
opcdes de terapias combinadas, com foco em tratamentos menos invasivos e mais
eficazes. Além disso, o estudo também levantou questdes sobre o uso de medicamentos
direcionados (como os inibidores de EGFR ou VEGF) em combinagdo com
quimioterapia tradicional a base de oxaliplatina, por exemplo, o que pode abrir caminho
para tratamentos mais personalizados e com menos efeitos colaterais para os pacientes.

Apesar dos beneficios da quimioterapia, ndo se pode negligenciar o fato de que
os farmacos empregados no tratamento do céncer colorretal desencadeiam diversos
efeitos toxicos no organismo das pessoas em tratamento (BRAUN. et al., 2011). A
oxaliplatina, um dos principais farmacos empregados nos diversos esquemas de
quimioteropia adjuvante do cancer colorretal tem como principal a neurotoxicidade que
sera abordada adiante.

Por conta da alta frequéncia de reacdes toxicas severas, modificagdes, variacoes

e associagdes dos protocolos terapéuticos FOLFOX e FOLFIRI estdo sendo utilizados
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no tratamento do cancer coloretal, na tentativa de minimizar a incidéncia de desfechos
negativos (CTCAE 2010).

2.4 Oxaliplatina

A oxaliplatina € um agente citotdxico/antineoplésico sintético que pertence a
familia dos sais de platina (TAIB; DURAND; BRUNET, 2020), sendo um agente
platino de terceira geracdo. A oxaliplatina é amplamente utilizada desde 1996
para o tratamento de tumores sélidos (KAWASHIRI et al., 2019; STAFF et al.,
2019; TAIB; DURAND; BRUNET, 2020) e atualmente, sendo frequentemente usada
como primeira linha de tratamento do cancer colorretal metastatico (KAGIAVA et al.,
2015; DILRUBA; KALAYDA, 2016) ou como terapia adjuvante do cancer coloretal,
atualmente o cancer com segundo lugar em incidéncia e mortalidade, em ambos 0s sexo
(PULVERS; MARX, 2017; SALAT, 2020, INCA 2020).

A introducdo da oxaliplatina no esquema terapéutico do céncer colorretal
aumentou a sobrevida substancial no estadio 111 e prolongando a sobrevida em pacientes
no estddio IV (KARLSSON; ANDERSSON; JYNGE, 2017), Oxaliplatina € tambeém
usada para outros canceres do trato digestivo, como o cancer metastatico esofégico,
gastrico e do pancreas (PULVERS; MARX, 2017; CALLS et al., 2020; KAWASHIRI
etal., 2019; TAIB; DURAND; BRUNET, 2020).

Inclusa em regimes terapéuticos com outras drogas constitui o tratamento de
referéncia (KAGIAVA et al.,, 2015; DILRUBA; KALAYDA, 2016), ou padréo,
utilizado no protocolo FOLFOX que é composto por oxaliplatina, acido folinico
(leucovorin) e 5-fluorouracil (ANDRE et al., 2013; NAGASHIMA et al., 2014;
STAROBOVA; VETTER, 2017; PULVERS; MARX, 2017; KARLSSON;
ANDERSSON;  JYNGE, 2017; TAIB; DURAND; BRUNET, 2020;
KAWASHIRI et al., 2021), ou em outros protocolos, como no regime FOLFOXIRI que
é composto por oxaliplatina, acido folinico, de 5-fuorouracil e irinotecano (SALAT,
2020) ou no regime XELOX/CAPOX composto pela capecitabina e oxaliplatina
(PULVERS; MARX, 2017).

2.5 Mecanismos de ac¢io da oxaliplatina.
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O efeito antitumoral da oxaliplatina baseia-se em dois mecanismos principais,
uma citotoxicidade direta em que o alvo é o DNA, onde ocorre a formagdo de aductos
no DNA, havendo o bloqueio de sua duplicacdo e consequente apoptose celular
(ILUSTRACAO 3); o outro mecanismo depende da ativacdo de uma resposta imune
direcionada, sendo caracterizada por acdo antitumoral imunogénica (ILUSTRACAO 4).

Apos a exposigdo a oxaliplatina, algumas células tumorais, possivelmente, ao
entrar em processo de apoptose, langam sinais imunogénicos na superficie extracelular
da membrana plasmatica (ALCINDOR; BEAUGER, 2011), como a proteina
calreticulina, que € um fator de exposicdo pré-apoptotica da célula e que é aumentada
pela oxaliplatina. Nesse ponto, as células tumorais podem ser fagocitadas pelas células
dendriticas que posteriormente apresentam antigenos tumorais aos linfécitos T que
promovem a producgéo de interferon y ¢ também interagem com receptores toll like 4
(TLR4) na superficie das células dendriticas, funcionando como uma vacina contra o
tumor.

O HMGB1(proteina de alta mobilidade do grupo caixa 1) desempenha um papel
crucial no mecanismo antitumoral, especialmente no contexto de tratamentos com
quimioterapicos como a oxaliplatina. Quando as células tumorais sdo danificadas pela
oxaliplatina, o HMGBL1 ¢ liberado do nicleo para o espago extracelular, atuando como
um sinal de dano celular. Essa liberacdo ativa o sistema imunoldgico, estimulando
células como macrdfagos e células dendriticas, que reconhecem o0 HMGB1 como um
"alarme" de perigo (SALES et. al. 2023).

O HMGB1 interage com receptores como 0 TLR4, desencadeando uma
resposta imune inflamatéria que potencializa a eliminacdo das células tumorais. Esse
mecanismo contribui significativamente para a eficacia antitumoral da oxaliplatina,
tornando a resposta imunoldgica mais eficiente e promovendo a destruicdo de células
cancerigenas. Assim, 0 HMGB1 ndo apenas media a resposta ao estresse celular, mas
também é fundamental para fortalecer a imunidade antitumoral, ampliando os efeitos
terapéuticos da quimioterapia (SALES et. Al. 2023).

A ativagdo de células imunes, assim como alteracdes e morte celular por
necrose, pode secretar o HMGB1 supondo ser por mecanismos similares ao que ocorre
nas células tumorais (por interagdo também com TLR4) (TESNIERE et al., 2010) tendo
em vista, que o TLR4 parece estar envolvido na neuropatia provocada pela oxaliplatina
(TSUBOTA et al., 2019) e que nao é dependente dos macréfagos, pois que estes nao

desempenham papel importante na neuropatia causado por oxaliplatina (MAKKER et
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al., 2017; TSUBOTA et al., 2019; SEKIGUCHI, KAWABATA, 2020), o que sugere
ser liberado pelas propria células neuronais ou das células de Schwann (SEKIGUCHI,
KAWABATA, 2020).

O HMGB1 secretado no meio extracelular pode atuar como uma proteina de
padrdo molecular associado a danos (DAMP) por meio da ativacao de varios receptores
de reconhecimento de padrfes (PRRs), incluindo receptores Toll-like (TLR2, TLR4,
TLR5), levando a aceleracdo da inflamacdo e da dor pelas reacBes e ativacdo de
componentes inflamatoérios e/ou da sinalizacdo neuropatica em animais (SEKIGUCHI,
KAWABATA, 2020; TSUBOTA et al., 2019; NISHIDA et al., 2016).0s mecanismos
de acéo suprecitados estao ilistrados na ILUSTRACAO 3 e 4.

ILUSTRACAO 3: Mecanismo de acéo da oxaliplatina por citotoxidade direta.

- N
O=C—0 N
el H [

= O=C—0~ TSN
OCT1/2 @ H;

CTR1/2

|I-*'|’:'.'hJI':" ’ :?‘=‘-Iﬁ.ﬁlﬁl’.|?‘=*.'r=‘In'ﬁ".

Ly i Ry Yy uy

"::fx'fj_lf)'_' D, J_a')«._k-’._ l)‘.l_-\(:'«'_l_vra'_| LAY
ATPTE

= ABCE1
- ; . Pt(DACHY|
2Cl L Oxalate (Cys)y
PUDACH)CI, (Met)
b (G S Ha o
H, 0 l‘-(‘r GST L At

(M1, P1,T1)

MNon enzymatic

hydrolysis
i ERCC1/2

1 XRCC1

D,\CH-platinum-DN.-\.| ' E

adduct formation

G-, M
“pi H;
== A~ ,\:L/,\J
\ H,

T T T PR PR

—
YR Y

Growth arrest
Cell death

g
> R4

Fonte: Adaptada de Very ef al. (2017). Representagdo esquematica do mecanismo de agdo citotdxico da
oxaliplatina. As linhas com ponta de seta indicam a conversao quimica do metabdlito, enquanto as linhas
com ponta de barra representam a inibicdo do processo quimico. Oxaliplatina (OXA) ¢ transportada
principalmente por transportadores de cations organicos (OCT1/2) e cobre (CTR1/2). Os transportadores
de ATPase tipo P (ATP7A/B) e transportadores ABC promovem seu efluxo. Dentro da célula, o
deslocamento do oxalato labil e a hidrélise ndo enzimatica promovem a conversio de OXA em
metabolitos ativos, como platina monoaquo-1,2-diaminociclohexano (DACH) e platina diaquo-DACH.
Esses produtos alquilam o DNA, levando a ligagdes cruzadas intra-fita G/G ou G/A que, se ndo forem
reparadas, bloqueardo a replicagdo e a transcricdio do DNA, levando a apoptose. Os processos de



28

desintoxica¢do celular incluem metabdlitos direcionados para excrecdo por conjugagdo de compostos
aquosos com cisteina (Cys), metionina (Met) ou GSH. Em particular, a conjugacdo de GSH ¢ catalisada
por GST
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ILUSTRACAO 4 : Mecanismos de acdo da oxaliplatina por morte celular imunogénica .

ATIVAGAO DE CD ATRAVES DA @
MORTE CELULAR IMUNOGENICA :
SENSIBILIDADE AUMENTADA A
RECEPTOR M6P ){ GRANZIMA B SECRETA DE
= \\)- =
o 4
20 73
\ (\ ) 153
e
\-\9{‘ 2%% 00 GRANZIMA-B
O N8 0%,
/ 2a’s

0 ©
oo

ATIVAGAO DE CELULAS T
APRIMORADA ATRAVES
DA BAIXA REGULAGAO DE
PDL1EPDL2EMCD /

L =5 8 Py
y
\ o¥e, (@& U
N
CD MATURA @ Q”
LINFONODO @
ATIVAGAO DE

CELULAS T ESPECIFICA

CcD28 TCR
ATP

PD-1
it

CELULAT NAIVE
o ™ L/
© 2014 American Association for Cancer Research

CCR Molecular Pathways A]({

- PARA TUMOR
cpso/sé [ MHC @9\/ 1 HMGB-1

p— . CALRETICULINA
i

Fonte: adaptada de Hato et al. (2014). A ilutracdo representa o mecanismo de agcdo de morte celular
imunogénica da oxaliplatina. Efeitos imunolégicos de quimioterapicos de platina no microambiente
tumoral. Os medicamentos de platina afetam o microambiente tumoral de véarias maneiras: (1) A
liberagdo de ATP de células que morrem devido a exposi¢do a platina atrai DCs, que ocupam partes de
células que estdo morrendo e que tém expressdo de calreticulina na superficie celular. O ATP
extracelular, junto com HMGB-1, leva a maturagdo de DC e a regulagdo positiva de moléculas
coestimulatorias e a apresentacdo de peptideos especificos do tumor na classe | do MHC. (2) A
maturacdo de DCs na presenca de medicamentos de platina resulta na regulacdo negativa de PD-L1 e PD-
L2 nas DCs, aumentando seu potencial de ativacdo de células T. As DCs maduras migram para o
linfonodo, onde preparam células T ingénuas e especificas do tumor para células T citotdxicas efetoras,
gue migram para o microambiente tumoral. (3) Os medicamentos de platina inativam o STAT6 nas
células tumorais, levando a diminuigdo da expressdo de PD-L2, resultando em maior reconhecimento e
morte pelas células T especificas do tumor. (4) A platina induz a regulacéo positiva do receptor M6P nas
células tumorais, o que leva a lise aumentada das células tumorais pela granzima-B secretada pelas
células T ativadas. A expressdo aumentada do receptor M6P também induz a lise de células cancerosas
gue ndo estdo em contato direto com as células T especificas do tumor.

2.6 Toxicidade e efeitos adversos da oxaliplatina

A oxaliplatina tem um melhor perfil de seguranca quando comparado aos
agentes platinos, sendo caracterizada por apresentar uma baixa a moderada
hematotoxicidade e menor toxicidade renal (ALCINDOR; BEAUGER, 2011,
NAGASHIMA et al., 2014). Entretanto, dentre os efeitos tdxicos mais comuns durante

0 tratamento estdo a mielossupressdo, nauseas, vOmitos, nefrotoxicidade e
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neurotoxicidade (RAYMOND et al., 1998). Essa neurotoxicidade (NAGASHIMA,; et
al., 2014; LOPRINZI, et al., 2014) provoca um quadro de NSP (Neuropatia Sensitiva
Periférica), que é considerado um efeito colateral comum de compostos
quimioterapéuticos a base de platina (ZHAO et al., 2012; LOPRINZI, et al., 2014) e é
uma sindrome dolorosa, complexa e desafiadora quanto a terapéutica (FLATTERS;
DOUGHERTY; COLVIN, 2017).

A NSP associada ao uso de oxaliplatina se manifesta de duas diferentes formas,
uma forma aguda e uma fase crénica e cumulativa. A manifestacao aguda se caracteriza
por parestesias e disestesias evidentes nas maos, pés, e regido perioral, tensdo nas
mandibulas espasmos e tremores relacionados ao frio, que afeta a maioria dos pacientes
de forma transitoria, ndo persistindo por mais de 7 dias ap6s a administragdo da
oxaliplatina. Outros sintomas incluidos na forma aguda sdo as disestesias
faringolaringeas, espasmos na mandibula e caimbras musculares que, as vezes se
apresentam como rigidez nas médos ou pés ou inabilidade de segurar objetos, similar a
neuromiotonia (GROTHEY et al., 2011).

A manifestacdo cronica se carateriza por sintomas como dorméncia e
formigamento que afetam as méos e pés além de dor em picada, desconforto ao frio,
peso nas pernas, dor nos maxilares (GROTHEY et al., 2011; GODINHO et al., 2020).
(ILUSTRACAO 5)

ILUSTRACAO 5: Manifestacdo da NPS por Oxaliplatina.
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Normalmente, os sintomas agudos sdo solucionados em até uma semana, porém
com a progressdo de doses cumulativas, a neuropatia crénica pode desenvolver-se em
20 a 50% dos pacientes (PARK et al., 2011). Embora cumulativa, é, na maioria das
vezes, reversivel (GROTHEY et al., 2011). Ao término da quimioterapia, a forma
crbnica torna-se evidente e muitas vezes persistente na maioria dos pacientes entre 4 a 6
meses e pode desaparecer em aproximadamente 40% dos pacientes apds 6 a 8 meses
(BRIENZA et al., 1995 apud WILSON et al., 2002).

Além da neutotoxicidade sensorial, hd relatos também de neurotoxicidade
motora que é caracterizada por espasmos tetanicos, miotonia, caimbras, tensdo muscular
prolongada, fasciculagbes musculares, afetando pernas, coxas, méos e maxilar,
prejudicando os movimentos (GROLLEAU et al., 2001).

Um estudo publicado por Cheng et al. 2023, investigaram os efeitos
neurotoxicos da oxaliplatina, destacando sua capacidade de causar apoptose nos

neurdnios do ganglio da raiz dorsal (DRG). Embora a oxaliplatina induza danos ao
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DNA em neurdnios sensoriais, ela tem um impacto menor na formacdo de adutos de
platina-DNA em comparacdo a cisplatina, resultando em menos efeitos neurotoxicos.
No entanto, os danos causados por oxaliplatina comprometem a funcdo dos neurdnios
através de varios mecanismos, incluindo a disfuncdo dos canais i6nicos dependentes de
voltagem, neuroinflamacédo, estresse oxidativo, e a disfuncdo mitocondrial, culminando
em apoptose. O dano ao DNA nos neurGnios sensoriais, particularmente na via de
reparo por excisdo de base, € um fator importante no agravamento dessa
neurotoxicidade.

A oxaliplatina também foi associada a uma maior sensibilidade ao frio em
neurdnios sensoriais, por meio da regulacdo da transcricdo de canais iGnicos, como 0s
canais de sodio (Na*) e potassio (K*), que alteram a resposta dos neuronios ao estimulo
térmico. Essa descoberta sugere que estratégias de prevencdo da neuropatia induzida por
oxaliplatina (OIPN) devem focar na protecdo e regulacdo desses canais i6nicos para
reduzir a sensibilidade ao frio e melhorar o bem-estar dos pacientes. Além disso, a
OIPN esté ligada ao aumento das respostas inflamatorias, particularmente em DRGs e
nervos periféricos, com ativacdo da via de NLRP3 e liberacdo de I1L-18, que contribuem
significativamente para o desenvolvimento da neuropatia (LIN et al. 2022).

Os transportadores também desempenham um papel crucial na dindmica da
oxaliplatina, regulando sua absorcdo, distribuicdo, metabolismo e excrecdo nos
neurdnios. Transportadores como 0 OCT2, OCTN, CTR1 e MRP2 sdo fundamentais
para a captacdo e o efluxo do medicamento, e sua funcdo alterada pode afetar tanto a
eficacia terapéutica quanto os eventos adversos, como a OIPN. O estresse oxidativo,
mediador central de varias condi¢des celulares patoldgicas, € um mecanismo vital para a
OIPN. Esse estresse pode ser induzido diretamente pela formacao de adutos de DNA ou
indiretamente pela disfuncdo mitocondrial na cadeia de transporte de elétrons, um
processo que é crucial para a neurotoxicidade observada (ARETI et al., 2014).

Alem disso, a disfun¢do mitocondrial, outro fator chave na OIPN, ocorre devido
a formacdo de adutos de platina-DNA pela oxaliplatina. 1sso resulta em inibicdo da
sintese de DNA e disfuncdo nas funcdes celulares mitocondriais, exacerbando o estresse
oxidativo e comprometendo a viabilidade dos neurdnios. A compreensdo desses
mecanismos ajuda a aprimorar o tratamento da neuropatia associada a oxaliplatina,
sugerindo caminhos para futuras estratégias terapéuticas que visem minimizar os efeitos
adversos dessa importante quimioterapia (ZHENG et al., 2011).

A neurotoxicidade causada pela oxaliplatina acomete predominantemente o0s
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neurdnios sensoriais, células satélites e células gliais do ganglio da raiz dorsal, bem
como células neuronais, gliais e células de Schwann da medula espinhal (CAROZZI;
CANTA; CHIORAZZI, 2015).

Peng (2022) relata em seu estudo sistematico alguns estudos pré-clinicos sobre
prevencdo de neuropatia da oxaliplatina, mostrando a eficacia de uma ampla gama de
intervengdes potenciais, desde medicamentos neuroativos como gabapentina e
antioxidantes como glutationa, até medicamentos fitoterapicos. No entanto, as tentativas
de tranladar os resultados encorajadores de estudos em animais para humanos tiveram
sucesso limitado.

Embora muitos ensaios clinicos tenham tentado identificar intervencdes que
possam prevenir a NSP induzida por oxaliplatina em humanos, o pequeno tamanho da
amostra na maioria desses ensaios e a falta de métricas de mensuracdo padronizadas
tornaram os resultados dificeis de interpretar. De fato, as Gltimas diretrizes de oncologia
sobre neuropatia periférica induzida por quimioterapia reconhecem que, apesar da
infinidade de ensaios disponiveis, ndo ha evidéncias convincentes de que haja qualquer
intervencao que possa prevenir efetivamente a neuropatia (CHENG et al., 2023).

Assim, de acordo com a diretriz de pratica clinica da Sociedade Americana de
Oncologia Clinica (ASCO) de 2014 (HERSHMAN et al., 2014), como a atualizada de
2020, nenhum agente ainda ndo foi recomendado para prevenir a neuropatia periférica
induzida por oxaliplatina e apenas a duloxetina pode ser usada como tratamento dos
sintomas dessa neuropatia (SMITH et al., 2013; HERSHMAN et al., 2014; LOPRINZI
et al., 2020).

Diante dessa lacuna terapéutica, a pesquisa de alternativas, especialmente no
campo dos produtos naturais, tem ganhado relevancia. Um exemplo promissor € a
Morinda citrifolia L, conhecida por suas propriedades anti-inflamatorias e
neuroprotetoras. Novos estudos investigando essa planta podem oferecer perspectivas
inovadoras no manejo da neuropatia induzida pela oxaliplatina, proporcionando um
tratamento mais seguro e acessivel para os pacientes. Essas pesquisas sdo essenciais
para o avango do tratamento dessa condicéo debilitante e podem representar um grande

passo na melhoria da qualidade de vida dos pacientes oncoldgicos.

2.7 Morinda citrifolia L.

Morinda citrifolia L. (Noni), membro da familia Rubiaceae, ¢ uma pequena
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arvore ou arbusto perene (ILUSTRACAO 6). E nativa das regies do Sudeste Asiético
até a Austrélia e atualmente tem distribuicdo pantropical (WANG et al., 2002; BUI et
al., 2006).

E comumente conhecida como noni com outros nomes comuns. M. citrifolia tem
sido tradicionalmente usada para tratar diversas doencas onde praticamente todas as
partes da planta podem ser aplicadas por via topica ou consumidas por via oral na forma
de chés ou bebidas fermentadas.

Algumas das alegacdes terapéuticas tradicionais relatadas sdo para aliviar dor de
garganta, carbunculo, descamacdo ou rachaduras nos pés, tratamento de Ulcera
estomacal, hipertensdo arterial, esplenomegalia, nausea, célica e febre, diabetes,
doencas hepatica, hemorragias e tosse.

Em estudos farmacoldgicos a , Morinda citrifolia L mostrou atividade anticancer
para varias linhagens celulares, como células de cancer de pulmao, colo do Utero e
mama. Estudos recentes também mostraram que M. citrifolia possui propriedades
antioxidantes, antimicrobianas, antifungicas, antiangiogénicas, antidislipidémicas,
hipoglicémica, hepatoprotetora e propriedades imunomoduladoras (KUMAR, H. C. et
al., 2022)
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ILUSTRACAO 6: Fruto e Arvore da Morinda citrifolia L

Fonte: EMBRAPA, 2024.

2.8 Proteina de Transferéncia Lipidica isolada das sementes de Morinda citrifolia -
McLTP1

As proteinas de transferéncia lipidica (LTPs) sdo proteinas isoladas de vérias
fontes vegetais que se mostraram capazes de se ligar a lipidios e pertencem as classes
mais funcionalmente importantes de proteinas vegetais que se ligam e transferem
lipidios (FINKINA et al., 2016). As LTPs sdo subdivididos e compreendem duas
familias, baseada nas suas massas moleculares que varia de 7 a 10 kDa (CARVALHO;
GOMES, 2007; FINKINA et al, 2016) tamanho molecular (SALMINEN;
BLOMQVIST; EDQVIST, 2016) ou com base no comprimento do polipeptideo da
proteina madura (EDSTAM et al., 2011). E sdo divididas em Proteinas de Transferéncia
Lipidica tipo ou familia 1 (LTP1) e as Proteinas de Transferéncia Lipidica tipo ou
familia 2 (LTP2) (CARVALHO; GOMES, 2007; EDSTAM et al., 2011; SALMINEN;
BLOMQVIST; EDQVIST, 2016).

A McLTP1 é uma proteina de transferéncia lipidica vegetal, obtida a partir das
sementes de Morinda citrifolia, caracterizada como um peptideo solGvel em &gua e de
carater basico (CAMPOS et al., 2016), que é caracteristica comum das LTPs vegetais
(KADER, 1996). Assim como outras LTPs vegetais, que apresentam estruturas
compactas estabilizadas por pontes dissulfeto, que as tornam proteinas extremamente
estaveis e resistentes a desnaturacdo térmica e a digestdo por proteases (LINDORFF-
LARSEN; WINTHER, 2001), a McLTP1, também apresenta essas mesmas
carateristicas, tendo em vista que a mesma foi submetida a uma simulacdo de

estabilidade térmica (80°C) e de digestdo gastrica e intestinal in vitro demonstrando-se
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estavel e resistente (CAMPOS et al., 2016).

Em outros estudos de estabilidade, a McLTP1, demonstrou manter suas
atividades e propriedades bioldgicas/farmacoldgicas, mesmo apo6s trés meses de
armazenamento sob refrigeracdo e protecdo da luz (COSTA, 2016). Além disso
apresentou atividades inibitorias de tripsina em diferentes pHs e temperaturas, bem
como da quimiotripsina, papaina e alfa-amilase (LUFIT, 2015).

Em estudos pré-clinicos in vitro das propriedades espectroscépicas da McLTP1
em interacdo com micelas, na perspectiva de compreender a interacdo com as
membranas bioldgicas pois esta interagem com lipideos, foi visto que a McLTP1 (por
possuir natureza catibnica) ndo provocou mudancas em micelas cationicas (CTAB) e
zwitteridnicas (HPS) por repulsa eletrostatica, porém interagiu com micelas anibnicas
(SDS) (LUTIF, 2015) o que explica uma boa atividade de transferéncia lipidica em
lipideos anidnicos nas membranas bioldgicas.

Em outros estudos in vitro, a McLTP1 também demonstrou atividade citotdxica
em linhagem de células de cancer de ovario (Ovcar-8) e atividade hemolitica (LUTIF,
2015).

A McLTP1 também demonstrou efeito antibacteriano em espécies de bactérias
de interesse clinico em modelos in vitro, no qual inibiu o crescimento de bactérias Gram
positivas, como Staphylococcus spp., foi capaz de diminuir a formacéo de biofilme de
S. aureus e demonstrou um efeito sinérgico com oxacilina contra S. aureus e S.
epidermidis (SOUZA et al., 2018).

Outra atividade bioldgica da McLTP1 foi sobre patégenos fangicos, no qual
inibiu significativamente o crescimento de fungos da espécie Candida parapsilosis,
Criptococus gatti e Criptococus neoformans. Em sinergismo com a anfotericina B
(droga antifngica) diminui os valores da IC100% pela metade para alguns fungos
testados (SOUSA, 2016). Esse tipo de atividade é comum em inimeras LTPs que
apresentam atividades antimicrobianas in vitro significativas e relevantes contra
algumas espécies fangicas, inclusive contra espécies de interesse clinico (OOl et al.,
2006; DIZ et al., 2011; ZOTTICH et al., 2011; NG et al., 2012; LI et al., 2021).

Em estudos pré-clinicos in vivo de toxicidade, a McLTP1 demonstrou nao
provocar mortalidade, nem alteracfes alergénicas, comportamentais, hematologicas e
bioquimicas em camundongos (COSTA, 2021).

Em outros estudos in vivo, a McLTP1 também demonstrou outras atividades

bioldgicas e farmacoldgicas. Dentre elas, a atividade antinociceptiva, no qual quando
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administrada oral ou intraperitonealmente em camundongos reduziu significativa e de
forma dose-dependente a nocicep¢do aguda. Essa atividade ndo foi alterada mesmo
ap6s a incubacdo da McLTP1l a altas temperaturas (80°C/60 min) apresentando
continuidade da atividade e uma boa estabilidade térmica da proteina. Esse efeito
demonstrou-se significativo tanto na fase da nocicepcdo neurogénica como na
nocicepcdo inflamatéria (no teste de formalina), podendo ter envolvimento dos
receptores opioides com acdo central e periférica, sem quaisquer perturbacfes no
sistema nervoso central como comprometimento da coordenacdo motora ou sedacao,
que pode ser mal interpretada como atividade antinociceptiva (CAMPOS; et al., 2016).

Outros possiveis mecanismos ou vias de acdo da McLTP1 na atividade
antinociceptiva, foi observada a partir do teste de contor¢des abdominais induzidas por
acido acético, sugerindo, que sua acdo pode envolver também a participacdo da via
NO/cGMP, via K+/PKG/ATP e receptores TRPV1, onde farmacos antagonistas e
bloqueadores/inibidores  (L-NAME, glibenclamida, capsazepina) reverteram
significativamente o efeito antinociceptivo da McLTP1 (COSTA, et al., 2021).

Quanto ao efeito anti-inflamatério, a McLTP1 apds administracdo oral e
intraperitoneal, reduziu significativamente o edema de pata causado por dextrana e
carragenina (nas duas fases inflamatdrias), a migracdo de leucdcitos totais em especial
neutréfilos para as patas e a cavidade peritoneal em processos inflamatorios induzidos
por carragenina, reduziu a hipernocicepcdo (avaliada por meio do teste de Von Frey
eletronico) e promoveu uma reducdo significativa do TNF-alfa, IL-1p e IL-6 (citocinas
pré-inflamatorias) e aumentou os niveis da IL-10 (citocina anti- inflamatéria) nos coxins
plantares dos animais com inflamacgdo induzida por carragenina. A McLTP1 ainda
mostrou acao antipirética, no qual diminuiu significativamente a temperatura retal dos
camundongos (LIMA; et al., 2016; CAMPOQOS et al., 2017).

A McLTP1 também apresentou acdo antiinflamatéria por via intraperitoneal ou
oral em um modelo murino de pancreatite induzida por ceruleina, no qual reduziu
significativamente o edema e a inflamacdo, os niveis elevados de amilase e lipase
séricas, a atividade da MPO, protegeu os pancreas de danos histologicos e preveniu de
forma indireta a lesdo tecidual pulmomar por reducgdo da inflamacéo e dano pancreatico
(CAMPOS et al., 2017).

A McLTP1 apresenta efeitos antinociceptivo e anti-inflamatorio com modos e
forca de agdo similares em ambas as vias de administracdo oral e intraperitoneal
(CAMPOS et al., 2017).
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Outra atividade da McLTP1, é a acdo gastroprotetora que parece estar
relacionado a ativagdo da via do oxido nitrico (NO) e sua capacidade de reduzir a
secrecao gastrica, reduzir os niveis de malondialdeido (MDA) e de aumentar 0s niveis
de glutationa reduzida (GSH) reduzindo o estresse oxidativo. E a acdo hepatoprotetora,
que por sua vez, mostrou reduzir as alteracbes histopatologicas na lesdo hepatica
induzida por paracetamol, reduzir os niveis de AST e ALT, reduzir os niveis de MDA e
de aumentar os niveis de GSH reduzindo o estresse oxidativo (NOGUEIRA, 2018).

A McLTP1 também mostrou ter efeito nefroprotetor na inducdo por
administracdo de gentamicina, no qual foi capaz de reduzir os niveis plasmaticos de
creatinina, proteindria e nos niveis séricos de ureia (SILVERIO et al., 2020)

A McLTP1 também apresentou efeito protetor em um modelo de sepse induzida
por Ligadura e puncdo cecal (LPC) em camundongos (SOUZA et al., 2018). Quando
administrados por via oral e intraperitoneal preveniu a letalidade frequentemente
observada na sepse grave nos animais e foi capaz de regular negativamente as citocinas
pro-inflamatorias, TNF-a, IL-6 e MCP- 1 (SOUZA et al., 2018).

O efeito da McLTP1, administrada diariamente na dose de 4 mg/kg (0,4mg/ml),
foi recentemente avaliado em um modelo murino de NSP por oxaliplatina. Nesse
modelo experimental que mimetiza a condicdo clinica experimentada pelos pacientes
em curso de quimioterapia por oxaliplatina, a McLTP1 mostrou um efeito
antinociceptivo e preventivo sobre a neuropatia. Além disso mostrou um potencial
significativo de prevenir a reducdo do numero total de leucdcitos e da contagem
diferencial para linfocitos provocada pela oxaliplatina (CESARIO, 2023).

Sabendo-se que a oxaliplatina, exerce seu efeito antitumoral tanto pela inducao
de apoptose por citotoxicidade direta assim como também pela apoptose imunogeénica,
esse efeito da McLTP1 sobre a leucopenia induzida por oxaliplatina pode ser
interessante do ponto de vista do efeito antitumoral. Como a oxaliplatina causa queda do
nimero de linfdcitos, e a0 mesmo tempo precisa deles para exercer seu efeito
antitumoral de forma sinérgica pela agdo imunogénica, aumentar ou manter esses
linfocitos através da administracdo da McLTP1, pode promover aumento dessa morte
celular imunogénica, potencializando ainda mais a acdo antitumoral da oxaliplatina,
além de promover o efeito antinociceptivo e neuroprotetor contra a NSP provocada pela
oxaliplatina.

Trazendo para a realidade clinica, a administracdo da McLTP1 de forma

concomitante aos ciclos de quimioterapia que possuem oxaliplatina na sua composicao,
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poderia ser avaliado no sentido de promover prevencdo ou reducdo do efeito
neurotdxicos além de possivelmente potencializar o efeito antitumoral da oxaliplatina.
Diante do grande potencial terapéutico da McLTP1, na NSP induzida por
oxaliplatina (dados ainda ndo publicados) e da necessidade incluir novas estratégias
farmacologicas que ndo interfiram no efeito antitumoral, mas que potencilizem esse
efeito, faz-se necessario estudar a participacdo desta proteina (McLTP1) na interferéncia

do mecanismo antitumoral desse antineoplasico.

3. JUSTIFICATIVA

O cancer colorretal € um dos tipos de cancer mais prevalentes no mundo, e seu
aumento continuo tem se tornado uma preocupacdo crescente. A incidéncia da doenca
tem registrado um crescimento significativo, refletindo mudancas nos padrdes de vida,
como dietas pouco saudaveis e o envelhecimento populacional, além de um maior
acesso a exames de diagndstico.

O tratamento do céncer colorretal tem evoluido ao longo dos anos, atualmente
com novas abordagens farmacologicas como a imunoterapia e inibidores de checkpoint,
mas a oxaliplatina ainda continua como agente antineoplasico de primeira escolha
principalmente para cancer colorretal metasttico. Uma quimioterapia eficaz no
tratamento de casos em estdgio avancado, proporcionando uma importante opcao
terapéutica para aumentar as taxas de sobrevivéncia e qualidade de vida dos pacientes
(INCA, 2023).

A oxaliplatina tem a vantagem de apresentar menos efeitos toxicos em relacdo a
outros compostos de platina. Contudo, a toxicidade neurol6gica é uma desvantagem,
pois pode causar neuropatia sensitiva periférica, que, dependendo da gravidade, exige a
reducdo ou suspensdo da dosagem, limitando o tratamento e até as chances de
sobrevivéncia do paciente. Esse efeito colateral afeta significativamente a qualidade de
vida, impactando fisicamente e gerando consequéncias sociais e econdémicas.

Em relacdo a terapéutica da NSP por oxaliplatina, varios alvos moleculares
foram propostos, mas nenhum foi capaz de causar grande impacto no tratamento dessa
problematica. Na pratica clinica, o que se tem observado é que os tratamentos utilizados
na tentativa de combater a neuropatia causada por OXL, como antidepressivos,
anticonvulsivantes, opioides, vitamina E, entre outros, tém tido pouco sucesso e efeito

apenas paliativo. Atualmente, o Laboratorio de Farmacologia da Inflamagdo e do
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Cancer (LAFICA) dedica seus estudos no entendimento da fisiopatologia NSP
(AZEVEDO et al., 2012; PEREIRA et al. 2020; GODINHO et al. 2020; CESARIO et
al. 2023).

Recentemente estudos realizados pelo LAFICA tem mostrado que a McLTP;
previne e reduz o efeito neurotoxico (NSP) da oxaliplatina em modelo experimental e
que também diminui a leucopenia associada ao uso desse quimioterapico no mesmo
modelo. Estudos de outros autores também apontam para um potencial efeito citotoxico
em células cancerigenas, demonstrado in vitro e efeitos antinociceptivo e anti-
inflamatdérios em modelos experimentais, destacam-se sua possivel acdo opioide e a
modulagio do canal TRPV1(CESARIO, 2023).

Dessa forma, se fez necessario um estudo que avalie a0 mesmo tempo o efeito
preventivo da McLTP1 sobre a NSP e a possivel interferéncia sobre o efeito antitumoral
da oxaliplatina. A relevancia desse estudo apoia-se no fato que um tratamento para a
condigdo neuropatica associada ao uso de oxaliplatina ndo pode interferir com seu efeito
antitumoral. Portanto, a prevencdo/tratamento da NSP com McLTP; idealmente nédo
deve inteferir com o propdsito farmacoldgico da quimioterapia e, se interferir, que seja
em um nivel de potenciacdo do efeito antitumoral do quimioterapico. A ndo avaliacédo
dessa condicéo inviabiliza um estudo clinico nesse sentido.

Diante disso, surge as possiveis perguntas que serviram como ponto de partida
do estudo: Seria a McLTP; capaz de modificar ou modular o efeito antitumoral da
oxaliplatina em camundongos com tumor de células CT26.WT? Teria a McLTP1 um
efeito nulo ou potencialozador sobre o efeito antitumoral da oxaliplatina na mesma dose
em que inibe o desenvolvimento da NSP? A McLTP; previne a leucopenia induzida por
oxaliplatina em camundongos com tumor de células CT26.WT? Teria a proteina
McLTP; um efeito citotdxico direto em células CT26.WT ou um efeito amplificador
sobre a citotoxicidade da oxaliplatina?

Para responder essas perguntas, faz-se necessario estudar e avaliar o efeito da
McLTP; sobre a neuropatia induzida por oxaliplatina em animais com tumor de células
de cancer coloretal, uma vez que ndo foram encontrados estudos que avaliem essa
proteina nessa condicdo clinica em modelos experimentais de tumor colorretal in vivo, 0
que faz deste estudo uma contribuicdo inédita para o desenvolvimento de novas
alternativas terapéuticas para 0 manejo da neuropatia periférica induzida por

oxaliplatina no tratamento do cancer colorretal.
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4. OBJETIVOS

4.1 Geral
Avaliar o efeito da combinagao terapéutica da proteina McLTP; e oxaliplatina na
atividade antitumoral in vitro e in vivo e na neuropatia sensitiva periferica em

camundongos com tumor de celulas de adenocarcinoma colorretal.

4.2 Especificos:

e Avaliar o efeito citotoxico, in vitro, da McLTP;, oxaliplatina e da combinacéo
de ambas em células CT26.WT em diversos tempos 48, 72 e 96 horas.

e Determinar a dose e protocolo de administracdo de oxaliplatina que
tenhaefeito antitumoral e indutor de NPS ao mesmo tempo em camundongos
com tumor de células CT26.WT.

e Auvaliar o efeito da McLTP; sobre a alodinia mecénica e térmica induzida por
oxaliplatina em camundongos com tumor de células CT26.WT

e Avaliar o efeito da McLTP1, oxaliplatina e da combinacdo de ambas no
crescimento tumoral de camundongos com tumor de celulas CT26.WT,;

e Avaliar a expresséo de Ki67, CD31, HMGB1, em tecido tumoral de animais
tratados com McLTP;, oxaliplatina e a combinacdo de ambas.

e Investigar o efeito da McLTP; sobre a leucometria total e diferencial em
sangue periférico de camundongos com tumor de células CT26.WT tratados

com oxalipaltina;

5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Células CT26.WT

Foram utilizadas nesta pesquisa células CT26. que é uma linhagem celular
indiferenciada de carcinoma de célon induzida por N-nitroso-N-metiluretano (NNMU),
em camundongos da linhagem BALB/c, clonadas para gerar a linha celular designada
CT26.WT, aplicada especificamente para protocolo de imunoterapia e em estudos sobre
a resposta imune do hospedeiro. Tais celulas foram obtidas do centro global de recursos

biolégicos, American Type Culture Collection — ATCC, principal desenvolvedor e
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fornecedor de linhas de células e microrganismos autenticados (Certificado de qualidade
ATCC - ANEXO II).

5.2 Ensaio de citotoxidade, in vitro, em células CT26.WT: Curva concentra¢ao

resposta da Oxaliplatina e McLTP;,

Para a avaliagdo do efeito citotoxico McLTP; e OXL e célculo das respectivas
ICs0, células CT26.WT foram plaqueadas em placas de cultivo de 96 pogos em uma
concentracdo de 1x10* células/mL e ap6s 24 horas foram incubadas com concentragdes
decrescentes de McLTP; (200 a 0,02 uM), OXL (25 a 0,39 uM) ou o veiculo (etanol) e
mantidas por 48, 72 e 96h em incubadora a 37°C e 5% de CO,. Apds seus respectivos
horarios foi realizado o ensaio de MTT para avaliar a viabilidade celular. Os
tratamentos foram feitos em triplicata e o experimento foi feito duas vezes. Para efeito
visual, as células foram fotografadas dentro do poco (1 foto representativa da triplicata)

em microscépio invertido (Nikon eclipse) com objetiva com aumento de 40x.

53 Ensaio de citotoxicidade in vitro em células CT26.WT: avaliacao da

combinacio de McLTP1 com concentracoes crescentes de oxaliplatina

Para a avaliacdo do efeito citotoxico da combinacdo da McLTP1 com a OXL e
calculo das respectivas 1Csp, células CT26.WT foram plaqueadas em placas de cultivo
de 96 pocos em uma concentragdo de 1x10* células/mL e ap6s 24 horas foram
incubadas com McLTP1 (25 e 0,39 uM) em combinagdo com concentragcfes crescentes
de OXL (25 a 0,39uM) e mantidas por 48,72 E 96h em incubadora a 37°C e 5% de
CO2. Apo6s seus respesctivos horarios foi realizado o ensaio de MTT para avaliar a
viabilidade celular. Os tratamentos foram feitos em triplicata e o experimento foi feito
duas vezes. Para efeito visual, as células foram fotografadas dentro do poco (1 foto
representativa da triplicata) em microscopio invertido (Nikon Eclipse) com objetiva

com aumento de 40x
5.4 Ensaio MTT

O teste de citotoxicidade visa avaliar os efeitos toxicos de uma substancia a nivel
celular, tanto em termos letais quanto subletais. Neste estudo, foi utilizado o método
direto de citotoxicidade com MTT, que permite avaliar a funcdo mitocondrial de
maneira quantitativa. Esse método baseia-se na reducdo do composto MTT (3-(4,5-
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dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difenil tetrazolio brometo; Sigma), que se converte em cristais de
formazana. A reacdo de reducdo ocorre nas mitocondrias, catalisada pela enzima
succinato-desidrogenase, e a quantidade de formazana gerada estd diretamente
relacionada a capacidade de reducdo do MTT, refletindo a atividade mitocondrial.

Para a realizacdo desse teste, apds os periodos de incubagcdo com os tratamentos,
adicionou-se 20 pl por pogo de MTT (Sigma Aldrich) diluido com PBS em uma
concentragdo de 5 mg/ml. O MTT foi incubado por 3 horas a uma temperatura de 37 °C
e 5% de CO2. Apos esse periodo, foi removido todo o conteddo dos pocos e adicionado
100 pul de DMSO em cada pogo sob agitacdo de 5 min para solubilizar os cristais de
formazana. As leituras das absorbancias foram realizadas em espectrofotdmetro
(Biotek) no comprimento de onda de 590 nm (HIROMOTO; YAMAZAKI, 2017).

5.5 Animais e Aspectos éticos

Os experimentos conduzidos nesta pesquisa seguiram todos os regulamentos
éticos em pesquisa animal estabelecidos na lei N° 11.794/2008, e em concordancia com
os Principios Eticos para o uso de Animais de Laboratério preconizados pelo CONCEA
(Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal) e uso aprovado pelo
Comité de Etica em pesquisa animal (CEUA) do Departamento de Fisiologia e
Farmacologia da Universidade Federal do Ceara, sob n° 20090522-0. Todos 0s
protocolos experimentais foram desenvolvidos no Laboratério de Farmacologia da
Inflamacdo e do Cancer (LAFICA), Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de
Medicamentos (NPDM), Universidade Federal do Ceara (UFC).

Foram utilizados 91 camundongos machos, adultos da especie/ linhagem
BALB/c “Specific Pathogen Free” (SPF), com massa corporal entre 20 a 25 gramas (g),
provenientes do biotério do NPDM, UFC. Os animais foram acomodados em
microisoladores com temperatura controlada (22 + 2 °C) e livre acesso a ragdo padrao e
agua potavel em um ciclo claro/escuro de 12 horas. Os camundongos foram divididos
randomicamente em grupos experimentais (n=7) conforme o tratamento recebido, sendo
o0 tamanho da amostra determinado como PEREIRA et al. (2018).

Os animais foram submetidos a inducdo de neuropatia sensitiva periférica,
inoculagdo de células CT26.WT e tratamento com oxaliplatina e McLTP;. Durante o

periodo do estudo, foram avaliados diariamente por meio de observacdo clinica e pela
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escala de Grimace para camundongos.

Os parametros analisados incluiram trofismo muscular, lesdo e aspecto dos pelos
e olhos, alteragdes no sistema nervoso central (consciéncia, atividade e coordenagéo
motora, reflexos e outros aspectos), foram monitorados quanto a massa corporea e
sinais de infeccdo local ou generalizada, marcha, alteraces posturais e
comportamentais (SOTOCINA, et al., 2011). Foi considerado para critério de exclusao
0s animais que ndo desenvolveram o tumor palpavel de células CT26.WT e animais que
obtiveram disturbios clinicos ja descritos. Todos os esforcos necessarios foram

realizados para minimizar ou reduzir a dor, o sofrimento e o estresse dos animais.

5.6 Preparo das células CT26WT para inoculacio em camundongos

As células CT26.WT, foram cultivadas em frascos plasticos de 75 cm2 com meio
de cultura Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640, enriquecido com 10% de soro
fetal bovino (SFB), devido ndo conter proteinas, lipidios ou fatores de crescimento, e
complementada com solugdo antibidtica e antimicética na diluicdo 1:100 a 37 °C em
atmosfera contendo 5% de CO2 e 95% de umidade.

Quando as células atingiram a confluéncia aproximada de 85%, o meio de
cultivo foi removido e estas lavadas com PBS (solucdo salina tamponada com fosfato,
pH7,4) e incubadas com tripsina-EDTA (0,25 %) a 37 C° por no maximo 5 minutos, até
liberacdo total das células do assoalho do frasco, o que foi determinado por meio de
visualizacdo em microscopio.

A acéo da tripsina foi interrompida pela adicdo de meio de cultura enriquecido
com FBS, a suspensdo de células foi transferida para um tubo falcon estéril de 15 ml
(Kasvi, Brasil) e centrifugada a uma temperatura de 20 °C, a uma rotacdo por minuto
(RPM) de 1.500 durante 5 minutos.

ApoOs centrifugagdo, o0s sobrenadantes foram removidos e os pellets
ressuspendidos em 1 ml de meio de cultura contendo 10 % de SFB, as células foram
contadas (para verificagdo do numero de células desejado para inoculacdo) e analisadas
(verificagdo de viabilidade celular) com auxilio de uma cdmara de Neubauer, e em
sequida preparadas na concentracdo necessaria 0,25x10°, quantidade necessaria de
células por 28 animal, para o inoculagdo na regido dorsal do camundongo BALB/c, na
ILUSTRACAO 7, podemos observar o fluxo do cultivo celular das células CT26.WT.
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ILUSTRACAO 7: Fluxo do cultivo celular das células CT26.WT.
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Fonte: Autor, 2024.

5.7 Inoculacio das células e avaliacido do crescimento tumoral.

Para a implantacdo do tumor, os camundongos foram tricotomizados, um dia
antes e inoculados, no dorso, por via subcutanea a linhagem celular carcinoma de c6lon
murino CT26.WT, em uma concentracdo de 0,25x10° em um volume de 50 ul no
primeiro experiemto (com duracdo de 7 dias) e em um volume de 100 pl no segundo
experimento (com duracda de 14 dias. ApOs a inoculacdo, 0s animais foram
monitorados diariamente para identificar o aparecimento da massa tumoral inicial que
se estabeleceu entre 0 10° e 12° dia ap6s a inoculacdo. Os tratamentos foram iniciados
no primeiro dia de detec¢do da massa tumoral. O crescimento tumoral foi avaliado todos
os dias da semana, utilizando um paquimetro até 14 dias de tratamento.

As dimensdes tumorais foram medidas em duas dimensfes (comprimento e
largura) utilizando um paquimetro digital e o volume foi calculado de acordo com a

formula: tamanho do tumor (mm?®) = (comprimento x largura 2) x 0,5.
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ILUSTRACAO 8: Inoculagio das células CT26.WT. e avaliagdo do crescimento

tumoral
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Fonte: Autor, 2024.

5.8 Protocolo de preparo e administracio de oxaliplatina

A oxaliplatina (Eloxatin®, 5mg/ml, Sanofi-Aventis Farmacéutica Ltda, S&o
Paulo, SP, Brasil) foi diluida em solucéo glicosada estéril a 5% e administrada na dose
de 6 mg/kg, por via endovenosa, a cada 48 horas, durante 14 dias, na veia lateral da
cauda com agulha de 13X0,45mm em seringa de 1ml.

O farmaco foi preparado sempre no dia dos experimentos e administrado em um
volume de 0,1 ml/10g de peso corporal. O grupo controle recebeu apenas as injegdes de
solucdo de glicose estéril 5% (5 ml/kg, veiculo da oxaliplatina), seguindo 0 mesmo

protocolo experimental do grupo que recebeu oxaliplatina.

5.9 Extracao, purificacido e obtencao da proteina McLTP,

Os frutos de noni (M. citrifolia L. var. citrifolia) foram colhidos no estagio de
maturagdo amarelo claro de plantas localizadas em Fortaleza, Ceard, Brasil (3°44"24,1"
S 38°34'36,2” W). Uma amostra exsicata do material coletado estd disponivel para
inspecdo no Herbario Prisco Bezerra do Departamento de Biologia da Universidade
Federal do Ceard, catalogada sob o n°. 44.566. O acesso ao patrimdnio geneético esta
registrado no Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio Genético e Conhecimentos
Tradicionais Associados — SISGEN — sob o nimero A174C2B.
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Para obtencdo das sementes, os frutos foram lavados com &gua corrente e
mantidos em recipiente na temperatura de 25°C por 3-4 dias até que atingissem o
estadio translucido-acinzentando.

A separacdo das sementes a partir da polpa e casca dos frutos foi realizada por
meio do uso de uma peneira e agua potavel corrente. As sementes, devidamente
separadas, foram deixadas em repouso (25°C) para a completa secagem por 24 h e
armazenadas em potes de vidro a temperatura de -20 © até 0 uso no processo de extracéo
de proteinas.

As sementes foram trituradas e a farinha fina resultante desse processamento foi
completamente tratada e desengordurada (remoc¢édo dos lipideos) com éter de petréleo
(1:10, m/v) em temperatura ambiente e posteriormente armazenada a 4°C até o
momento da sua utilizacdo. A McLTP1 foi obtida atraves da colaboracdo do grupo de
pesquisa do Prof. Hermogenes David de Oliveira do Laboratério de Aplicacdo
Biotecnoldgica de Algas e Plantas de acordo com a metodologia descrita por Campos et
al. (2016) com as modificacGes introduzidas por Souza (2016), conforme descrito pelo
Laboratorio de Farmacologia e Bioguimica na padronizacdo a seguir:

As proteinas foram extraidas da farinha delipidada das sementes de Noni (15¢)
por meio da solugéo de Tris-HCI 0,05M/NaCl 0,25M, pH 8,5 (1:5 m/v). A suspenséo foi
agitada durante 3h a 4°C e em seguida, filtrada através de gazes (tecido de filtragdo). O
residuo do tecido de filtracdo foi utilizado novamente, ressuspendido no tampéo de
extracdo na proporcdo de 1:3 (m/v), agitado durante 2h e depois filtrado. Os filtrados
resultantes foram misturados, centrifugados a 10.000xg durante 30 minutos a 4°C e 0 e
o0 sobrenadante foi utilizado para quantificacdo de proteinas (BRADFORD, 1976).

O sobrenadante foi submetido a uma solucdo de acido tricloroacético (TCA) a
2,5% (m/v) sob agitacdo em temperatura ambiente. Apds 30 minutos a -20 °C para
precipitacdo das proteinas, a fracdo soltvel de TCA a 2,5% foi centrifugado a 10.000xg
durante 30 min a 4°C e o sobrenadante dialisado de forma exaustiva (cut off MW 3kDa)
contra 4gua destilada a 4°C sob agitagdo moderada.

Amostras da fracdo soltvel em TCA 2,5 % foram submetidas a ultrafiltracdo
(Vivaspin®/cut off 30 kDa) a 8.000 x g (30 minutos, 4 °C), sendo liofilizadas para
analise de pureza por eletroforese em gel de poliacrilamida, seguindo o protocolo
descrito por Laemmli (1970) e para os ensaios biolédgicos.

A fracdo da proteina liofilizada (4mg) foi dissolvida em Tris-HCI 0,05M/NaCl
0,15M, pH 8,5 e aplicada sobre uma coluna Sephadex G-50 (1,5 x 40cm) previamente
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equilibrada com o mesmo tampao, onde as fragcdes (2 ml) dos picos de proteinas foram
monitorizadas a 280 nm e colhidas a um fluxo constante de 30 ml/h. Dois picos de
proteina foram recuperados onde apenas a fragcdo que exibiu atividade antinociceptiva
(pico 2) conforme os estudos de Campos e colaboradores (2016) foi selecionada,
concentrada, filtrada em gel e submetida a analise em Cromatografia liquida de alto
desempenho de fase reversa (RP-HPLC) utilizando uma coluna C18 (coluna Agilent
Eclipse XBD-C18 (250 x 4,6mm, 5um).

Através da analise cromatografica obteve-se um pico bem definido da porcéo
superior do pico 2. Para isso, a proteina foi entdo, dissolvida em &gua ultrapura para
obter uma solucédo de 0,5mg/ml, filtrada através de uma membrana de 0,22um e injetada
em um volume de 20ul no HPLC. A coluna foi equilibrada com acido acético aquoso a
0,02% e a proteina foi eluida a uma taxa de fluxo de 1 ml/min sob modo isocréatico. A
eluicdo foi monitorizada a 216nm através de um detector de matriz de diodos (Alliance
HPLC System, Waters, Corp., Milford, MA) com pico de 7,9 minutos, e em seguida foi

seco a vacuo e dissolvido em &gua ultrapura para ser utilizada nos testes.

ILUSTRACAO 9: Fluxograma da Purificacio da McLTP; (4mg/kg).
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Autor: SOUZA, 2016, COSTA 2016.
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5.10 Protocolos experimentais, grupos e desenho de estudo.

5.6.1 Grupos experimentais

Os animais foram divididos em 4 grupos de 7 animais:

e CONTROLE - Animais injetados apenas com o0 veiculo da
oxaliplatina (glicose 5% i.v.)

e McLTP; —animais administrados com McLTP; (4mg/kg; v.0.)

e OXL - animais injetados com oxaliplatina (OXL;6 mg/kgi.v.) +
veiculo da McLTP; (salina; v.0.)

e McLTP; +OXL — animais injetados com McLTP; (4mg/kg; v.0.) e
oxaliplatina (OXL; 6 mg/kgi.v.)

A McLTP; foi administrada diariamente e nos dias coincidindo com as injegdes

de oxaliplatina, foi administrada 60 minutos antes da mesma.

ILUSTRACAO 10: Desenho experimental
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Fonte: autor, 2024. A figura mostra o protocolo experimental com os dias (D1 — D15) de
administracdo da proteina e do farmaco, medidas do tumor, pesagem dos animais, testes nociceptivos,
coleta de sange e do tumor.
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5.11 Avaliacdo da NSP - testes comportamentais

5.11.1 Alodinia mecanica plantar

Para avaliar o desenvolvimento de alodinia mecanica plantar, foi utilizada uma
série de filamentos de von Frey (Ugo Basile®) de intensidade crescente (0,008 — 2,0 g),
baseado no método “up-down” de Chaplan et al. (1994). Para adaptacdo, 30 minutos
antes do inicio do teste comportamental, os animais foram acomodados em gaiolas de
acrilico (9 x 7 x 11 cm) colocadas em cima de uma plataforma elevada de malha de
arame, permitindo o acesso a regido plantar das patas traseiras dos camundongos. Com
os filamentos de von Frey, foi exercido um estimulo mecanico na regido plantar central
da pata traseira direita do camundongo, com uma pressdo suficiente para dobrar o
filamento.

Apds o estimulo mecanico, foi observada a resposta nociceptiva do animal,
considerada como a flexdo da pata seguida de um “flinch” (comportamento de balancar
a pata).

As respostas positivas foram definidas como movimentos de retirada do membro
posterior direito ou lambidas imediatamente apds estimulacdo mecanica. Foram
excluidas as respostas seguidas de caminhada. (CUNHA et al., 2004; MARTINOV et
al., 2013.Quando ocorria uma resposta nociceptiva, era escolhido o préximo filamento
com menor forga.

Desse modo, o filamento de menor forga capaz de provocar o comportamento
nociceptivo foi instituido como sendo o limiar mecéanico do camundongo. Este teste foi
realizado antes (medida basal) e ao longo das administracdes da oxaliplatina, uma por

semana, até o 14° dia experimental. Os valores obtidos foram apresentados como logio

(forca [mg]).

5.11.2 Alodinia térmica pelo frio

Para avaliar a hipersensibilidade ao frio, os animais foram distribuidos sobre
uma plataforma com pavimento de malha perfurada de metal (célula de 0,8 x 0,8 cm),
contendo compartimentos de acrilico transparente (8 x 8 x 18 cm), elevada a 30 cm da

superficie para permitir acesso a regiao central das patas. Um espelho foi posicionado
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abaixo dos compartimentos de acrilico para facilitar a observacéo das patas. (CHOI et
al., 1994; CASPANI et al., 2009; GAUCHAN et al., 2009).Apds a ambientacdo dos
animais, o teste frio foi medido com a utilizagdo da acetona como descrito por Choi et
al. (1994) a qual possui temperatura precisa de 10°C.

Com o auxilio de uma seringa de 1 ml, 50 pl de acetona foram aplicados no
centro da superficie plantar da pata posterior esquerda do animal. A acetona provoca
comportamentos e respostas de retirada das patas em amplitude e duragdo (CHOI et al.,
1994), agitacdo e elevacdo da pata, além de lambidas (CASPANI et al., 2009),
especialmente nos animais neuropaticos.

Cada animal foi observado a partir dessas respostas, caracterizadas como
comportamento nocifensivo, e o tempo de resposta foram contabilizados por um
minuto. O tempo gasto pelo animal com esse comportamento foi mensurado em
segundos, com o auxilio de um crondémetro. Devido as respostas ocorrerem de forma
intermitentes, o crondmetro foi parado e ativado de acordo o comportamento do animal
(GAUCHAN, et al., 2009). Os valores obtidos foram expressos como como média *
erro padrdo da média do tempo cumulativo de nocicep¢do em segundos. Todo teste foi
realizado em uma sala tranquila e no periodo entre 8-18h e iluminado por uma lampada
vermelha de 60W.

5.12 Coleta e processamento das amostras tumorais

Para a retirada de amostras, os animais foram anestestesiados com cloridrato de
cetamina 100 mg/kg e cloridrato de xilazina 10mg/kg e perfundidos por via
intracardiaca com 40ml de solucdo salina, de 40 ml de solucdo de paraformaldeido
(PFA) a 4% em 0,1M salina tampédo fosfato (PBS). Imediatamente apds a perfusao e
confirmacgdo de morte do animal, foram removidos os segmentos lombares (L3-L5) da
medula espinal e os ganglios da raiz dorsal.

Para a imunofluorescéncia, apds a remocdo das amostras acima, foi feita a
crioprotecdo em sacarose 30% por 2 dias. Apds esse periodo, os tecidos foram
acondicionados com tissue-tek® a temperatura de -80°C (em freezer)

Para a coleta do sangue os animais foram levemente anestesiados com cloridrato
de cetamina 100 mg/kg e cloridrato de xilazina (10mg/kg, i.p.) e foi realizada a retirada
de sangue do plexo retroorbital para contagens total e diferencial de leucécitos. Para a

contagem total foram coletados 20 pL de sangue que foram imediatamente diluidos e
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homogeinizado em 380 pL de solugdo de azul de Turk (Acido acético 2%, Violeta
Genciana 0,2%).

5.13 Leucometria total e diferencial em sangue periférico.

No 24° dia de experimento, os animais foram anestesiados com cetamina e
xilazina (100 mg/kg e 10 mg/kg, respectivamente). E apos a verificacdo de ndo resposta
motora foi realizado a coleta de sangue do plexo retroorbital para contagens total e
diferencial de leucocitos em solucdo de Turk (acido acético 2%, violeta Genciana
0,2%), Para a contagem total foram coletados 20 pL de sangue que foram
imediatamente diluidos e homogeinizado em 380 uL de solucdo de azul de Turk.

O numero total de leucdcitos plasmaticos foi determinado utilizando-se camara
de Neubauer (Optik Labor), juntamente com um microscépio 6ptico para verificar o
efeito da quimioterapia a base de oxaliplatina na inducéo da leucopenia.

Os resultados da contagem das células obtidos nos quatro quadrantes da cadmara
de Neubauer (Optik Labor) foram somados e o resultado multiplicado por 20, valor
correspondente a diluicdo realizada e depois por 10, fator de correcéo para determinar o
namero de células/mma3. Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da
meédia do numero de células/mma3.

Para contagem diferencial, do sangue coletado conforme supracitado, esfregacos
sanguineos foram confeccionados, fixados e corados pelo método Pandptico de
Pappeinheim (May-Grunwald-Giemsa). A coloracdo foi feita com o kit de coloracao
pandtico rapido (LB, Laborclin) da seguinte forma: cada lamina foi mergulhada 5 vezes
(1 segundo cada) no fixador (solu¢do n° 1: solucéo de triarilmetano 0,1%), 5 vezes no
corante acido (solucdo n° 2: solucdo de xantenos 0,1%) e sete vezes no corante basico
(solucdo no 3: solucdo de tiazinas 0,1%).

Em seguida o esfregaco foi examinado por microscopia de luz com objetiva de
40X na melhor regido do esfregaco para contagem (cauda ou proxima do final do
esfregaco), onde as células foram contadas em até cem leucocitos ao longo de toda a
lamina, a partir de um contador mecanico, e anotadas.

Os resultados foram obtidos a partir do nimero de cada tipo de célula
contabilizada, multiplicada pelo nimero total de leucdcitos e dividido pelo o numero
total de células contadas no esfregaco (100) de cada animal. Os resultados foram

expressos como média + erro padrdo da média do numero de células/mma3.
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5.14 Expressao de Ki67, CD31, HMGBI1 em tecido tumoral.

Os tecidos foram processados e congelados, como descrito anteriormente, e
foram feitos cortes congelados em criostato (Leica CM1850, Leica, Wetzlar,
Alemanha), na espessura de 4um a temperatura de — 24°C. Em seguida, foi realizada a
fixacdo dos tecidos em metanol, por 2 minutos, e a recuperacdo antigénica em tampéao
citrato de sodio 0,1M (pH 6,0) em banho-maria, a temperatura de 95 °C, por 18
minutos. Apo6s o resfriamento, em temperatura ambiente, durante 20 minutos, foi
realizada a permeabilizacdo da membrana nuclear com triton X-100 0,1%, durante 10
minutos. Com a finalidade de bloquear ligacGes inespecificas, foi utilizada glicina 0,3M
dissolvida em albumina sérica bovina (BSA) 5%, por 30 minutos. ApOs esses
procedimentos, as sec¢Bes dos tecidos foram incubadas, durante a noite, a temperatura
de 2-8°C, com os anticorpos primarios feitos em coelho (rabbit) anti- Ki67 (Cell
Signaling Technology®, Danvers, MA, USA), anti-CD31 Cell Signaling Technology®,
Danvers, MA, USA), anti-HMGB1 (Invitrogen®, Life Technologies, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, EUA). No dia seguinte foi feita a lavagem com PBS e a
incubacdo com o anticorpo secundario (Donkey anti-rabbit Alexa Fluor 568
Invitrogen®, Life Technologies, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) por 1
hora e 30 minutos, na diluicdo de 1: 400. O DAPI (4 pL em 200 mL de PBS; 30
minutos) foi utilizado para a marcacdo dos nucleos celulares. As laminas foram
montadas com Prolong Gold Antifade Mountant (Invitrogen®, Life Technologies,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) e fotografadas no sistema multi-
espectral in vitro Cytation 3 — Biotek com padronizacao dos parametros “master gain” e

“digital offset” para posterior anélise

5.15 Anadlise das imagens de imunofluorescéncia

Com as fotomicrografias obtidas, foi realizada a quantificacdo da area
fluorescente utilizando um software de (Fiji Image J, National Institutes of Health,
Washington, DC, EUA). Antes da quantificacdo, foi realizada a diferenciacdo dos pixels
fluorescentes pela maior saturacdo de cor associada a fluorescéncia (vermelha ou
verde). Os limites inferior e superior foram padronizados através do limiar de cores
para a definicdo dos pixels selecionados e ndo selecionados. Os resultados foram
apresentados em percentagem, que foi calculada comparando a fluorescéncia dos

marcadores investigados com a fluorescéncia do DAPI que foi considerada como 100%.
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5. 16 Analise estatistica.

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM) ou
desvio padrdo (DP). Os dados foram verificados quanto a normalidade usando teste de
Shapiro-Wilk. Nos testes comportamentais, as diferencas estatisticas entre 0s grupos
experimentais foram averiguadas através da andlise de variancia (ANOVA) de duas vias
para medidas repetidas, seguida pelo teste de Tukey. Para as outras andlises, foi
realizada ANOVA de uma via, com posterior teste de Tukey. Para o célculo da ICso dos
experimentos in vitro, os valores obtidos foram transformados em funcéo logaritmica
(Log[X]), depois normalizados e em seguida foi feita uma analise por regressao nao
linear. O nivel de significancia foi determinado em p < 0,05. Para a realizacdo de todas
as andlises, foi utilizado o “software” GraphPad Prism versdo 8.00 para Windows

(GraphPad Software, San Diego, CA, EUA).
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6. RESULTADOS

6.1 Avaliacdo do efeito citotoxico, in vitro nos tempos de 48 horas, 72 horas e 96

horas

6.1.1 Avaliacdo do efeito citotoxico, in vitro, da oxaliplatina, McLTP; e da
combinacdo de ambas em células CT26.WT e determinacdo das concentracdes
inibitérias 1Csp no tempo de 48 horas.

A viabilidade celular foi avaliadas pelo ensaio MTT pos 48 horas da incubagao
das células com os tratamento. Os resultados mostram que McLTP1 obteve um efeito
citotoxico com ICsy de 104,7uM (Figura 1 A) enquanto oxaliplatina demonstrou esse
efeito com ICsy=1,74 (Figura 1B). Quando os dois tratamentos sdo combinados
observou-se uma discreta reducao da ICsg para 1,16 (Figura 1C).

A figura 2 mostra os resultados agrupados da percentagem (%) de células
vidveis apos 48h. Observa-se que ndo houve diferencga estatistica na % de viabilidade
celular entre as concentracdes de oxaliplatina quando comparado a combinagdo

oxaliplatina com McLTPI.



FIGURA 1. Efeito citotéxico e calculo da ICsy da McLTP;,

combinacdo das duas em células CT26.WT cultivadas por 48h.
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oxaliplatina e da

Fonte: dados do estudo. Os graficos mostram a Valores de I1Cs, € 0 respectivo intervalo de
confianca de 95% de pelo menos trés experimentos independentes, realizados em triplicata, pelo
regressdo ndo linear do Log X de concentracBes crescentes (UM) de
McLTP; (A), oxaliplatina (B) e da combinacdo McLTP; com oxaliplatina (C) sobre a
viabilidade celular em células CT26 incubadas por 48h. ICs, — concentracéo inibitéria com 50%
de efeito. ICsy — concentracao inibitéria com 50% de efeito

método do MTT e a
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FIGURA 2. Efeito citotoxico da McLTP;, oxaliplatina e da combinacdo das duas em
células CT26.WT cultivadas por 48h.
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Fonte: dados do estudo. Os graficos mostram a percentagem (%) de células viaveis ap6s 48h de
incubacdo com concentracdes crescentes oxaliplatina (OXL) e da combinagdo McLTP; com
oxaliplatina (OXL+McLTP).
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6.1.2 Avaliacdo do efeito citotoxico, in vitro, da oxaliplatina, McLTP1 e da
combinagdo de ambas em células CT26.WT e determinacdo das concentragdes

inibitérias 1Csp no tempo de 72 horas.

Apobs 72 horas de tratamento os resultados mostram que McLTP; obteve um
efeito citotoxico com ICsy de 44.12 uM (Figura 3A) enquanto oxaliplatina demonstrou
esse efeito com ICsy de 2,6 (Figura 3B). Quando os dois tratamentos sdo combinados
observou-se uma redugdo da ICsg para 1,35 (Figura 3C).

A figura 4 mostra os resultados agrupados da percentagem (%) de células
viadveis apos 72h. Observa-se que houve diferenga estatistica na % de viabilidade celular
entre as concentragdes de oxaliplatina sozinha, quando comparado a combinagdo

McLTP1 (na sua ICsp) com oxaliplatina nas concentragdes de 1,56 a 0,39 uM.
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FIGURA 3.Efeito citotoxico e calculo da 1Cso da McL TP, oxaliplatina e da combinagéo
das duas em celulas CT26.WT cultivadas por 72h.
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Fonte: dados do estudo. Os graficos mostram a Valores de I1Cs, € 0 respectivo intervalo de
confianca de 95% de pelo menos trés experimentos independentes, realizados em triplicata, pelo
método do MTT e a regressdao nao linear do Log X de concentracBes crescentes (UM) de
McLTP; (A), oxaliplatina (B) e da combinagdo McLTP; com oxaliplatina (C) sobre a
viabilidade celular em células CT26 incubadas por 72h. ICs, — concentracéo inibitéria com 50%
de efeito.



FIGURA 4. Efeito citotoxico da McLTP;, oxaliplatina
celulas CT26.WT cultivadas por 72h.
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Fonte: dados do estudo. Os graficos mostram a percentagem (%) de células vidveis ap6s 72h de
incubacdo com concentragdes crescentes oxaliplatina (OXL) e da combinagdo McLTP; com

oxaliplatina (OXL+McLTP).
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6.1.3 Avaliacdo do efeito citotoxico, in vitro, da oxaliplatina, McLTP1 e da
combinagdo de ambas em células CT26.WT e determinacdo das concentragdes

inibitérias 1Csp no tempo de 96 horas.

Os resultados mostram que McLTP; obteve um efeito citotoxico com 1Csy de
13,63 uM (Figura 5A) enquanto oxaliplatina demonstrou esse efeito com ICs de 0,7516
UM (figura 5B). Quando os dois tratamentos s&o combinados observou-se uma reducéo
da I1Csp para 0,236 uM (Figura 5C).

A figura 6 mostra os resultados agrupados da percentagem (%) de células
viaveis ap6s 96h. Observa-se que houve diferenga estatistica na % de viabilidade celular
entre as concentracdes de oxaliplatina sozinha, quando comparado a combinagdo

MCcLTP, (na sua ICsp) com oxaliplatina nas concentrag¢des de 1,56 a 0,39 uM.
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FIGURA 5. Efeito citotoxico e calculo da IC50 da McLTP;, oxaliplatina e da

combinacdo das duas em células CT26.WT cultivadas por 96h.
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Fonte: dados do estudo. Os gréficos mostram a Valores de 1Cs, € 0 respectivo intervalo de
confianca de 95% de pelo menos trés experimentos independentes, realizados em triplicata, pelo
método do MTT e a regressdao nao linear do Log X de concentracBes crescentes (UM) de
McLTP; (A), oxaliplatina (B) e da combinacdo McLTP; com oxaliplatina (C) sobre a
viabilidade celular em células CT26 incubadas por 96h. ICs, — concentracéo inibitéria com 50%
de efeito.
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FIGURA 6. Efeito citotoxico da McLTP,, oxaliplatina e da combinacdo das duas em

celulas CT26.WT cultivadas por 96h.
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Fonte: dados do estudo. Os graficos mostram a percentagem (%) de células vidveis ap6s 96h de
incubacdo com concentracdes crescentes oxaliplatina (OXL) e da combinagdo McLTP; com

oxaliplatina (OXL+McLTP).
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6.2 Avaliacao da alodinia mecanica plantar em camundongos com tumor de células

CT26.WT, tratados com oxaliplatina, McLTP; e com a associacdo de ambas.

A alodinia mecanica plantar foi avaliada nas patas traseiras dos camundongos
pelo teste de filamentos de von Frey antes (tempo zero) e durante 14 dias ap0s o inicio
dos tratamentos. Os dados demonstraram que o grupo tratado com oxaliplatina
apresentou uma reducéo significativa 12,5 % no 7° dia (p<0,01) e de 15,7% (p<0,001)
no limiar de retirada da pata no 14° dia, em comparacao ao grupo controle. No grupo
que recebeu oxaliplatina associada a McLTP;, notou-se uma reversdo significativa do
limiar de retirada da pata de 100% no 7° dia (p<0,001) e de 96,8% (p<0,01) no 14° dia
em comparagdo ao grupo que recebeu somente oxaliplatina. No grupo tratado com

apenas McLTP; ndo foi observado alteracdes no limiar nociceptivo (FIGURA 7).
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FIGURA 7 - Avaliacdo da alodinia mecénica plantar em camundongos com tumor de

celulas CT26.WT tratados com oxaliplatina, McLTP; e com a associa¢do de ambas por

14 dias.
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O gréfico representa o desenvolvimento de alodinia mecénica plantar em camundongos que
foram submetidos & administracdo intravenosa de oxaliplatina (OXL, 6mg/kg) e por via oral
(gavagem) da proteina McLTP; (4mg/kg). Os pontos representam a média + EPM do limiar de
retirada da pata em mg (log) de grupos de 7 animais. ***p<0,01 e **** p<0,001 comparados ao
grupo controle (C; glicose 5%) e ###p<0,01 e #### p<0,001 comparado ao grupo OXL (Two-
Way ANOVA, seguido de teste de Tukey)
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6.3 Avaliacdo da alodinia térmica pelo frio em camundongos com tumor de células

CT26.WT, tratados com oxaliplatina, McLTP; e com a associacdo de ambas.

A alodinia térmica ao frio foi avaliada antes (tempo zero) e durante 14 dias ap6s
o inicio dos tratamentos. Os dados mostram que grupo tratado somente com oxaliplatina
demonstrou um aumento significativo de 53,3% (p<0,05) no tempo acumulativo de
nocicepgédo, no 7° dia, e de 85,2% (p<0,001) no 14° dia. O grupo McLTP; associada
com oxaliplatina houve uma reversdo de 70,6% no 7° dia e de 51,8% (p<0,05) no 14°
dia, em comparacdo ao grupo apenas com oxaliplatina. No grupo tratado com apenas
McLTP; ndo foi observada alteragfes no tempo cumulativo de nocicep¢do (FIGURA
8).

FIGURA 8 - Avaliacdo da alodinia térmica pelo frio em camundongos com tumor de
células CT26.WT tratados com oxaliplatina, McLTP; e com a associa¢do de ambas por
14 dias.
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O grafico representa a progressdo da alodinia térmica pelo frio (10°C), no teste da acetona, em
camundongos submetidos a administracdo de oxaliplatina (OXL, 6 mg/kg, iv) e McLTP1 (4
mg/kg, vo), no periodo de 14 dias. Os resultados estdo expressos como média + erro padréo da
média (EPM) do tempo cumulativo de nocicep¢do em segundos (s) de grupos de 7 animais.
*p<0,05 comparados ao grupo controle (C; glicose 5%) e #p<0,05 comparado ao grupo OXL.
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(Two-Way ANOVA, seguido do teste de Tukey)

6.4 Avaliacido do efeito da McLTP;, oxaliplatina e da combinacido de ambas no

crescimento tumoral em camundongos com tumor de células CT26.WT

A cinética tumoral envolve a andlise do crescimento, desenvolvimento e
comportamento das células tumorais ao longo do tempo. No experimento com 7 dias, 0
grupo tratado somente com oxaliplatina mostrou um menor crescimento tumoral com
diferenca iniciando no 4° dia com 65,3% (p<0,05) de inibigdo, perdurando até o 7° dia
com uma inibicdo de 50,1% (p<0,0001). O grupo tratado somente com a proteina
McLTP; inibiu o crescimento tumoral a partir do 3° dia de tratamento 92,2% (p<0,01),
perdurando até o 7° dia com 59,7% (p<0,01). O grupo que recebeu a associacdo da
oxaliplatina (6 mg/kg) mais a McLTP1 também inibiu o crescimento tumoral a partir do
3° dia com 92,2% (p<0,01), perdurando até o 7° dia com 49,1% (p<0,01). Nao
observou-se diferencas entre os grupos tratados com McLTP1 e o grupo tratado com
oxaliplatina (FIGURA 9A). No experimento realizado com 14 dias os resultados
reafirmaram o resultado anterior, onde o grupo tratado somente com oxaliplatina inibiu
de forma significativa o crescimento tumoral a partir do 9° dia em 61,5%, perdurando
até o 14° dia com 81,3% de inibicdo (p<0,05). No grupo tratado com a McLTP1 a
inibicdo significativa ocorreu a partir do 11° dia com 51,1% (p<0,01) e de 43,1%
(p<0,001) no 14° dia. Ja o grupo que recebeu a oxaliplatina e a McLTP; inibiu o
crescimento tumoral em 58,8% (p<0,0001) no 11° dia e em 63% (p<0,001) no 14° dia.
Neste experimento também ndo houve a diferenca entre 0s grupos tratados em nenhum
dos tempos (FIGURA 9B).

Com relagdo ao peso Umido do tumor, extraidos ao final dos experimentos de 7 e
14 dias, observou-se uma diminuicao significativa nos grupos tratados com oxaliplatina
e McLTP1. No experimento de 7 dias o peso foi inibido em 52,8 e 50,9% (p<0,05) nos
grupos tratados com oxaliplatin e McLTP1 (respectivamente). O grupo tratado com a
combinagdo de McLTP1 e Oxaliplatina, apesar da diminui¢cdo no tamanho, ndo obteve
diferenca estatistica com relacdo ao grupo controle, assim como ndo foi diferente do
grupo tratado somente com a oxaliplatina (Figura 10A). No experimento de 14 dias,
somente os grupos tratados com oxaliplatina e a combinacdo oxaliplatina com McLTP1
diminuiram significativamente o peso umido do tumor com 76,1% e 78% (p<0,05) de
inibicdo (Figura 10B).
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FIGURA 9: Avaliagéo do efeito da McLTP4, oxaliplatina e da combinagdo de ambas na

cinética do volume tumoral em camundongos com tumor de células CT26.WT.
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Fonte: dados do estudo. O grafico representa a cinética do volume tumoral durante 7 dias (A) e
durante 14 dias (B), em camundongos submetidos a administracdo cronica de oxaliplatina
(OXL; 6 mg/kg, iv) e McLTP; (4 mg/kg, vo). O grupo controle (C) foi injetado com o veiculo
da OXL (glicose 5%). Os resultados estdo expressos como média * erro padrdo da média (EPM)
do volume tumoral em mm?®. Os pontos representam 0s grupos de 7 animais. *p<0,05,
**p<0,01, ***p<0,001 e ****p<0,0001 comparados ao grupo controle. (Two-Way ANOVA,
seguido do teste de Tukey).
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FIGURA 10. Avaliacédo do efeito da McLTP, oxaliplatina e da combinacdo de ambas

no peso Umido tumoral em camundongos com tumor de células CT26.WT.
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Fonte: dados do estudo. O grafico representa o peso Umido do tumor retirado no 7° (A) e 14°
dias (B) ap6s o tratamento com oxaliplatina (OXL; 6 mg/kg, iv) e McLTP; (4 mg/kg, vo). Os
resultados estdo expressos como média + erro padrdo da média (EPM) do peso em gramas (g).
As fotos mostram o tumor representativo de cada grupo dissecados no 7° dia (A) e 14° dia (B).
O grupo controle (C) foi injetado com o veiculo da OXL (glicose 5%). Os pontos representam
0S grupos de 7 animais. *p<0,05 comparados ao grupo controle (One-Way ANOVA, seguido do

teste de Tukey)
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6.5 Avaliacao do peso corporal de camundongos com tumor de células CT26.WT,

tratados com oxaliplatina e McLTP ; ou combinagdo de ambas.

O peso corporal foi avaliado no experimento de 14 dias. Os dados mostram que
no grupo tratado somente com oxaliplatina houve uma perda de peso corporal em cerca
de 4,8% no final do experimento, com uma diferenca em relagcdo ao grupo controle de
7,9% no 14° dia (p<0,01). No grupo que foi tratado com a oxaliplatina em associa¢ao
com a proteina, ndo foi observado perda de peso, mantendo-se com cinética de peso
semelhante ao grupo controle, o qual também n&o houve alteracGes. O grupo tratado
somente com McLTP; teve um perfil de ganho ponderal diferente dos outros grupos,
onde observou-se um aumento significativo do peso corporal a partir do 9° dia (p<0,05),
mantendo-se mais elevado do que o controle até o 14° dia, com um aumento de 5%
qguando comparamos 0 peso inicial com o peso no final do experimento, e em 5,5%
(p<0,01) quando comparado ao controle no 14° dia. Observa-se uma diferenca
significativa também deste grupo em comparacdo ao grupo que recebeu somente
oxaliplatina, com diferencas significativas, a partir do 7° dia (p<0,05) até o 14° dia, com
12,7% de diferenca (p<0,001), conforme visualizado na FIGURA 11.

FIGURA 11 Avaliacdo do peso corporal de camundongos com tumor de celulas

CT26.WT, tratados com oxaliplatina, McLTP; ou combinacdo de ambas por 14 dias.
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Fonte: dados do estudo. A figura representa a cinética do peso corporal, em camundongos com
tumor de CT26.WT, submetidos a administracdo crénica de oxaliplatina (6 mg/kg, iv) e
McLTP; (4 mg/kg, vo). Os resultados estdo expressos como média + erro padrdo da média
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(EPM) do peso corporal em gramas (g). Os pontos representam 0s grupos de 7 animais.
*p<0,05, **p<0,0lcomparados ao grupo controle (glicose 5%) e #p<0,05, ##p<0,01,
#####p<0,0001 comparado ao grupo OXL.

6.5 Avaliacdo da leucometria total em sangue periférico de camundongos com
tumor de células CT26.WT, tratados com oxaliplatina e McLTP ; ou combinagéo de

ambas por 7 e 14 dias.

No final do experimento, durante a eutanasia, foi realizada a coleta sanguinea
por puncdo do plexo retro-orbital para a contagem total de leucdcitos. Os resultados do
experimento de 7 dias mostram que o grupo oxaliplatina teve uma diminuicédo
significativa de 46,7% (p<0,05) nos leucdcitos totais quando comparamos ao grupo
controle, enquanto no grupo tratado somente com McLTP; observou-se um aumento
significativo de 43,5% (p<0,05) comparado ao grupo controle. O grupo tratado com a
associacdo de McLTP; e oxaliplatina ndo mostrou diferencas com relacdo ao grupo
controle, porem quando comparamos ao grupo tratado somente com oxaliplatina
observa-se uma prevencdo da leucopenia em 130,9% (p<0,05) (FIGURA 12A.). No
experimento de 14 dias de tratamento os resultados obtidos mostram que o grupo
oxaliplatina teve uma diminuicdo de 68,6% (p<0,0001) quando comparamos ao grupo
controle. Os grupos tratados com McLTP; e com a associagdo da oxaliplatina com a
McLTP; ndo mostraram diferencas estatisticas quando comparado ao grupo controle.
Porem o grupo tratado com a associacdo observa-se uma prevencdo significativa da
leucopenia em 66,7% quando comparado ao grupo tratado somente com oxaliplatina
(FIGURA 12B).
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FIGURA 12 - Avaliagdo da leucometria total em sangue periférico de camundongos
com tumor de células CT26.WT, tratados com oxaliplatina e McLTP ; ou combinagao
de ambas por 7 (A) e 14 dias (B).
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Fonte: dados do estudo. O grafico representa contagem total de leucdcitos em sangue periférico
dos animais inoculados com células CT26.WT, submetidos a administracdo de oxaliplatina (6
mg/kg, iv) e McLTP; (4 mg/kg,vo) por 7 dias (A) e 14 dias (B). Os resultados estdo expressos
como media + erro padrdo da média (EPM) do numero total de leucdcitos por mL de sangue de
grupos de 7 animais. ****p<0,0001 comparados ao grupo controle (glicose 5%) e #p<0,05,
##HH p<0,0001 comparado ao grupo OXL (One-Way ANOVA seguido de teste de Tukey)
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6.7 Avaliacdo da leucometria diferencial em sangue periférico de camundongos
com tumor de células CT26.WT, tratados com oxaliplatina e McLTP ; ou

combinacdo de ambas

A avaliacao da leucometria diferencial no experimento de 7 dias mostra que, nos
linfocitos, a administragdo de oxaliplatina resultou em uma diminuicédo significativa de
59,2% (p<0,05), enquanto Os grupos tratados com McLTP; e com a associagdo da
oxaliplatina com a McLTP; ndo mostraram diferencas estatisticas quando comparado ao
grupo controle. Quando comparamos 0 grupo que recebeu a associagdo com 0 grupo
que recebeu somente oxaliplatina, observa-se uma prevencdo da diminui¢cdo do nimero
de linfdcitos em 70,5% (p<0,01). Nos neutrofilos, o tratamento com oxaliplatina ndo
alterou a contagem, entretanto a McLTP; gerou um aumento significativo de 285%
(p<0,05) em comparacdo ao grupo. A combinacdo oxaliplatina com McLTP; apresentou
um aumento de 361% (p<0,05), em comparacdo ao grupo controle e de 360% em
comparacao ao grupo oxaliplatina. Quanto aos mondcitos, o grupo McLTP; aumentou
significativamente em 54,4% (p<0,05) em comparacdo ao grupo controle enquanto o
grupo tratado somente com oxaliplatina ndo alterou de forma significativa essas células.
O grupo que recebeu a combinacdo de oxaliplatina e McLTP; mostrou uma diferenca
significativa com relacdo ao grupo oxaliplatina sozinha, aumentando em 103,5%
(p<0,05), conforme ilustrado na FIGURA 13A.

Os dados obtidos no experimento de 14 dias mostraram que, nos linfocitos, a
administragcdo de oxaliplatina diminuiu de forma significativa em 89,5% (p<0,0001),
enquanto o grupo tratado com McLTP; apresentou um aumento de 36,2% (p<0,05), Ja o
grupo que recebeu a combinacdo de oxaliplatina e McLTP; ndo mostrou diferenca em
comparagdo ao grupo controle. O grupo tratado com a combinacdo de oxaliplatina com
McLTP1 mostrou uma prevencdo da linfopenia, revertendo em 78,8% (p<0,01). Nos
neutrofilos ndo foi observada nenhuma alteragdo significativa entre os grupos com 14
dias de tratamento. Quanto aos mondcitos, o grupo tratado apenas com oxaliplatina
apresentou uma diminuicdo de 24,7% (p<0,05) em relagéo ao grupo controle e o grupo
McLTP; provocou um aumento de 130,5% (p<0,05) em comparagéo ao grupo controle.
O grupo que recebeu a combinacdo de oxaliplatina e McLTP; reverteu em 32,1%
(p<0,05) o efeito da oxaliplatina, ficando com o numero de mondcitos proximo ao do
grupo controle. Todos os resultados acima estdo ilustrados na FIGURA 13 B. As tabelas

1 e 2 mostram as medias e desvios padrdo dos grupos e também a percentagem de
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linfécitos, mondocitos e neutrdfilos, com relacdo ao total de leucdcitos. Essa

percentagem é diferente dependendo do grupo avaliado

FIGURA 13 - Avaliacdo da leucometria diferencial em sangue periférico de
camundongos com tumor de células CT26.WT, tratados com oxaliplatina e McLTP 1 ou

combinacdo de ambas por 7 (A) e 14 dias (B).
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Fonte: dados do estudo. O grafico representa contagem total de leucdcitos em sangue periférico
dos animais inoculados com células CT26.WT, submetidos & administragdo de oxaliplatina (6
mg/kg, iv) e McLTP; (4 mg/kg,vo) por 7 dias (A) e 14 dias (B). Os resultados estdo expressos
como média * erro padrdo da média (EPM) do namero de linfocitos, neutréfilos e mondcitos
por mL de sangue de grupos de 7 animais. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001
comparados ao grupo controle (glicose 5%) e #p<0,05, ##p<0,01, ###p<0,001, ### p<0,0001
comparado ao grupo OXL (One-Way ANOVA seguido de teste de Tukey)
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TABELA 1: Valores da contagem total e diferencial de leucocitos em sangue periférico

de camundongos com tumor de células CT26.WT, tratados com oxaliplatina e McLTP 1

ou combinagédo de ambas por 7 dias

Parédmetros Média £ DP Média + Meédia + DP Meédia + DP
(unidade) Min e Max DP Min e Max Min e Max
Grupo Min e Max Grupo Grupo McLTP1
Controle Grupo McLTP1 + OXL
OXL
Leucocitos 56+1,39 3,0+0,82 93+22 72+131
totais (4,35-8,4) (1,55-4,2) (5,75 - (5,6 -9,2)
(10%/mL) 12,47)
Linfécitos 3,4+£0,57 1,4 +0,50 4,7+197 2,4+0,53
(10%/mL) (2,67 —4,37) (0,79 - (2,24 - 8,35) (1,75 - 3,20)
2,39)
Neutrdfilos 1,0+ 0,54 1,1+0,34 2,8+0,94 3,6 +0,77
(10mL)  (0,48-2,10)  (059—-  (1,50-4,61)  (2,35—4,56)
1,43)
Mondcitos 1,1+0,42 0,5+0,22 1,7+0,48 1,2+0,48
(10%/mL) (0,65 —-1,93) (0,17 - (0,86 —2,30) (0,56 — 1,84)
0,80)
Linfécitos 35% 20% 30% 35%
(%)
Neutrofilos 45% 50% 45% 40%
(%)
Mondcitos 20%% 30% 25% 30%
(%)

Fonte: dados do estudo. Os valores correspondem a analise efetuada em 28 animais, submetidos
a 7 dia de tratamento com oxaliplatina (6 mg/kg, iv) e McLTP; (4 mg/kg,vo). Os resultados
estdo expressos como média, Desvio padrdo, maximo e minimo e percentagem (%) por cada

grupo de 7 animais.
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TABELA 2: Valores da contagem total e diferencial de leucdcitos em sangue periférico
de camundongos com tumor de células CT26.WT, tratados com oxaliplatina e McLTP 1

ou combinacdo de ambas por 14 dias

Parametros Meédia + DP Média Média £ DP Média £ DP
(unidade) Min e Max DP Min e Max Min e Max
Grupo Min e Max Grupo Grupo McLTP1
Controle Grupo McLTP1 + OXL
OXL
Leucocitos 8,42+158 265+122 9,13+4,60 485 +291
totais (5,85 — (1,70 - (6,90 — (2,15 -38,90)
(10%/mL) 10,65) 4,60) 14,55)
Linfécitos 397+139 042+0,20 541+2,68 2,68 +£1,63
(10%/mL) (2,57 — 4,55) (0,19 - (7,86 — 4,00) (1,16 — 4,98)
0,78)
Neutrofilos 255+059 1,76+0,75 257+1,28 1,58 £0,93
(10%/mL) (1,52 - 3,27) (1,22 - (2,21 -3,74) (0,70 - 2,84)
2,99)
Mondcitos 191+051 047+£029 249+122 0,62 £0,42
(10%/mL) (0,96 —2,37) (0,17 — (2,20 - 3,74) (0,19 - 1,25)
0,83)
Linfécitos 35% 20% 30% 35%
(%)
Neutrdfilos 45% 50% 45% 40%
(%)
Mondcitos 20%% 30% 25% 30%
(%)

Fonte: dados do estudo. Os valores correspondem a analise efetuada em 28 animais, submetidos
a 7 dia de tratamento com oxaliplatina (6 mg/kg, iv) e McLTP; (4 mg/kg,vo). Os resultados
estdo expressos como média, Desvio padrdo, maximo e minimo e percentagem (%) por cada
grupo de 7 animais.

6.8 Avaliacdo do efeito da McLTP1, oxaliplatina e da combinacio de ambas na

expressao de Ki67 em tumores de células CT26.WT

A anélise da marcacédo para Ki67 em tecido tumoral por imunofluorescéncia, ao
final do tratamento de 7 dias, apontou reducéo da expresséo de Ki67 em todos 0s grupos
tratados, com inibicdo de 61,2 (p<0,0001) 45,7 (p<0,01) e 37,3% (p<0,05),
respectivamente para oxaliplatina, McLTP1 e a combinacdo de ambos, quando

comparados ao grupo controle. Nao houve diferencas estatisticas quando comparamos
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0s grupos tratados entre si. (FIGURA 14)..

FIGURA 14 - Efeito da McLTP,, oxaliplatina e da combinagdo de ambas na marcagao

para Ki67 em tumor CT26.WT de camundongos 7° dia pos-tratamento.
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As barras representam a média + EPM da percentagem (%) da area marcada para Ki67 em
amostras tumorais de grupos de 6 animais. *p<0,05, **p<0,01 e ****p<0,0001 (versus
controle) (One Way ANOVA, seguido de teste de Tukey).
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FIGURA 15 - Fotomicrografias representativas da expressdo de Ki67 em amostras
tumorais de camundongos com tumor de células CT26.WT tratados com McLTP1,

Oxaliplatina ou com a combinacgdo da ambas

Ki67 Ki67 + DAPI

Fonte: Dados do estudo. Vermelho: marcacdo para Ki67 (Alexa fluor 568), azul: DAPI
(marcacdo do nacleo celular). Aumento de 200X.
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6.9 Avaliacao do efeito da McLTP;, oxaliplatina e da combinacio de ambas na

expressao de CD31 em tumores de células CT26.WT

A andlise da marcacdo para CD31 em tecido tumoral por imunofluorescéncia, ao
final do tratamento de 7 dias, apontou reducdo da expressdo de CD31 em todos os
grupos tratados, com inibigédo de 67,4% (p<0,0001) 43,6% (p<0,01) e 39,2% (p<0,05),
respectivamente para oxaliplatina, McLTP1 e a combinagdo de ambos, quando
comparados ao grupo controle. Ndo houve diferencas estatisticas quando comparamos
0s grupos tratados entre si. (FIGURA 16).

FIGURA 16- Efeito da McLTP,, oxaliplatina e da combinacdo de ambas na marcacao

para CD31 em tumor CT26.WT de camundongos 7° dia pos-tratamento.
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As barras representam a media + EPM da percentagem (%) da area marcada para CD31 em
amostras tumorais de grupos de 6 animais. *p<0,05, **p<0,01 e ****p<0,0001 (versus
controle) (One Way ANOVA, seguido de teste de Tukey).
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FIGURA 17 — Fotomicrografias representativas da expressdo de CD31 em amostras
tumorais de camundongos com tumor de células CT26.WT tratados com McLTP1,

Oxaliplatina ou com a combinacgdo da ambas

CD31 CD31+ DAPI
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Fonte: Dados do estudo. Vermelho: marcacdo para CD31 (Alexa fltor 568), azul: DAPI
(marcagdo do nucleo celular). Aumento de 200X.
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6.10 Avaliacdo do efeito da McLTP,, oxaliplatina e da combina¢do de ambas na

expressao de HMGB1 em tumores de células CT26.WT

A anélise da marcacdo para HMGB1 em tecido tumoral por imunofluorescéncia,
ao final do tratamento de 7 dias, apontou 0 aumento da expressao de HMGB1 tanto no
grupo tratado com a McLTP; sozinha, quanto no grupo tratado com a combinacdo de
McLTP; com oxaliplatina com aumento de 423,2% (p<0,05) e de 595,2% (p<0,001),
respectivamente, quando comparado ao grupo controle. Os tumores extraidos do grupo
tratado somente com oxaliplaina ndo modificou de forma significativa a expressao deste
marcador. Quando analisamos 0s grupos tratados entre si, observamos uma diferenca
estatistica significativa entre o grupo oxaliplatina e o grupo tratado com a combinagéo
de McLTP; com oxaliplatina, onde houve um aumento de 128% (p<0,05) na marcacgéo
para HMGB1 no grupo tratado com a combinacao quanto comparado a o grupo trtado

somente com oxaliplatina. (FIGURA 18).

FIGURA 18- Efeito da McLTP,, oxaliplatina e da combinacdo de ambas na marcacao

para HMGB1 em tumor CT26.WT de camundongos 7° dia pds-tratamento.
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As barras representam a meédia + EPM da percentagem (%) da &rea marcada para HMGB1 em
amostras tumorais de grupos de 6 animais. *p<0,05, **p<0,01 e ****p<0,0001 (versus
controle) (One Way ANOVA, seguido de teste de Tukey).
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FIGURA 19 — Fotomicrografias representativas da expressdo de HMGB1 em amostras
tumorais de camundongos com tumor de células CT26.WT tratados com McLTP1,

Oxaliplatina ou com a combinacgdo da ambas

HMGBI1 HMGBI1 + DAPI

Fonte: Dados do estudo. Vermelho: marcagdo para HMGBL1 (Alexa fltor 568), azul: DAPI
(marcagdo do nacleo celular). Aumento de 200X.
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7. DISCUSSAO

O presente estudo teve por finalidade, inicialmente, avaliar o efeito da proteina
McLTP; no efeito antitumoral da oxaliplatina, na mesma dose em que é capaz de inibir
a neuropatia sensitiva periférica associada a este quimioterapico. A avaliacdo da
possivel interférencia desta proteina na agao antineoplasica da oxaliplatina é importante
para sugerir, por exemplo, sua utilizagdo como adjuvante na prevengdo na neuropatia
sem prejudicar o tratamento do cancer. Entretanto, no decorrer dos experimentos, foi
observado que a McL TPy, quando administrada sem a oxaliplatina, também mostrou um
efeito inibitdrio, inesperado, sobre o crescimento tumoral e sobre a viabilidade celular
no ensaio de citotoxicidade in vitro, o que contribui para a relevancia desta proteina nos
estudos na area de oncologia experimental.

A linhagem de célula trabalhada na pesquisa foi a CT26.WT, de uma linha
celular de céncer colorretal murino, que é frequentemente utilizada para estudar os
efeitos dos tratamentos quimioterdpicos, como a oxaliplatina, além de ser um modelo
para investigar metastases e o microambiente tumoral em camundongos.

A escolha de células CT26.WT, em camundongos BALB/C em detrimento das
células humanas HCT116 em camundongos nude, esta relacionado a forma como o
sistema imunoldgico influencia o efeito antitumoral da oxaliplatina que depende deste
sistema para exercer seu efeito completo. Os camundongos nude, possuem um timo
rudimentar ou a total auséncia dele o que faz com que os animais tenham deficiéncia
dos linfocitos T. Em consequéncias da deficiéncia de linfocitos T os animais nédo
rejeitam transplante de outras linhagens. Sdo animais menores menos férteis e morrem
mais facilmente por serem suscetiveis a infeccbes (ANDRADE, PINTO e OLIVEIRA,
2002). A deficiéncia do sistema imune desses animais dificulta o estudo com farmacos
que tenham efeito antitumoral dependente do funcionamento deste sistema, como é o
caso da oxaliplatina. Assim optou-se pelo modelo de tumor utilizando a CT26.WT pois
permite 0 uso de camundongos imuno competentes. Consequentemente 0 estudo da
citotoxicidade, in vitro, também foi feito nessas celulas.

In vitro, o tratamento a partir de 72 horas de incubagdo mostrou bons resultados,
onde a McLTP; diminuiu a viabilidade celular quando aplicada isoladamente, assim
como a oxaliplatina que foi usada como controle positivo. A combinacdo de McLTP,
(na sua 1Csp) com concentragdes crescentes de oxaliplatina, potenciou o efeito

citotoxico da oxaliplatina baixando a ICsq deste quimioterapico.
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Lutif (2015) ja havia realizado um estudo de citotoxicidade in vitro com
concentragOes crescentes de McLTP; em alguma linhagens de celulas cancerigenas. Os
resultados mostraram um bom efeito citotoxico em linhagem de cancer de ovario, mas
ndo na linhagem HCT116 de céancer de colon humano e nem na linhagem de
glioblastoma. N&o foi testado a combinacdo da McLTP; com quimioterapico e o unico
tempo avaliado foi 72 horas.

As analises se iniciaram na determinacdo de um protocolo dose-resposta da
oxaliplatina que provocasse a neuropatia e que conseguisse reduzir ao mesmo tempo o
tamanho do tumor sem debilitar o animal. Varios estudos serviram de base para
pesquisar a neuropatia associada ao tratamento com a oxaliplatina, tais estudos do grupo
LAFICA como PONTES (2009), PEREIRA et al (2018, 2019), trabalhavam com
protocolos semelhantes, porém sem a variante do tumor.

A escolha da dose de OXL foi de 6 mg/kg, com o regime de tratamento
consistindo em uma injecdo a cada 48 horas durante 14 dias, totalizando 7 aplicagdes.
Esse protocolo foi considerado adequado para induzir a neuropatia sensitiva periférica
crénica por oxaliplatina, a0 mesmo tempo em que minimiza os danos toxicos aos
animais, permitindo o estudo da progresséo da neuropatia.

Em diversos estudos do grupo de pesquisa do LAFICA, (AZEVEDO et al.,
2013; PEREIRA et al. 2018, 2019 2020 e 2021) verificou-se que a dose de 2 mg/kg de
oxaliplatina ja induzia a neuropatia, porém, no presente estudo, o objetivo ndo era o de
avaliar somente a neuropatia, mas também o desenvolvimento do tumor com a
aplicacdo do tratamento combinado de McLTP; e oxaliplatina. A maioria dos modelos
de estudo da neuropatia associada a quimioterapia do céancer testa os tratamentos de
forma isolada e sem a induc¢do do tumor (FLATTERS; DOUGHERTY; COLVIN,
2017).

Mesmo com a escolha de uma maior dose, a saide do animal foi levada em
consideracdo e, antes da escolha da dose de 6 mg /kg, foi feito 3 protocolos pilotos para
verificacdo da dose - resposta que mais atendesse aos parametros do estudo. As doses de
4 e 8 mg /kg, apesar de induzirem a neuropatia, ndo atingiram a eficiéncia necessaria
para animais com tumor, pois na de 4 mg /kg a droga ndo alcangou efeito necessario de
inibicdo fazendo, com que o tumores chegassem a medir 3,5 cm. Ja a dose de 8 mg/kg
provocava rapidamente a neuropatia e debilitava de forma muito rapida o animal que
apresentava sinais clinicos anormais como altera¢do no seu comportamento, isolamento

dos outros animais e sinais de mudancas fisiologicas como dor, pelagem arrepiada,
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aumento da frequéncia cardiaca e foi observado também uma alteracdo no seu
parametro biométrico com uma perda répida de peso, forcando a aplicagdo do ponto
final humanitario. Todas essas observacfes fizeram com que se chegasse a conclusao
que essa dose nao seria viavel para os parametros éticos.

Para avaliar o efeito da McLTP,; neste estudo, tomamos como base o trabalho
realizado por Cesario (2023), que padronizou a dose-resposta em 4 mg/kg, a qual
demonstrou a melhor atividade nociceptiva nos testes comportamentais tateis e
térmicos. Cesario utilizou essa dose de McLTP; em um protocolo de administracéo
diaria, em associacdo com uma dose de oxaliplatina de 2 mg/kg (duas vezes por
semana), com resultados eficazes.

No presente estudo, seguiu-se a mesma dose de McLTPy, porém com uma dose
maior de oxaliplatina, de 6 mg/kg, e uma frequéncia de administracdo muito mais
elevada, a cada 48 horas, ao longo de 14 dias.

Com a dose de oxaliplatina estabelecida, foi necessério, em seguida fazer um
ajuste na concentracdo de células inoculadas para a geracdo dos tumores. Portanto
foram realizados dois protocolos experimentais, um de 7 dias e o outro de 14 dias, em
ambos se utilizou a mesma quantidade de células para inoculag&o (0,25x10por animal),
mas em concentragdes diferentes. No experimento de 7 dias foi utilizado um volume de
inoculagdo de 50 L, ou seja, a quantidade de 0,25x10° celulas estava concentrada em
50 ul de salina. Neste experimento o crescimento tumoral mostrou-se muito agressivo,
progredindo rapidamente, e alguns tumores apresentando ulceracdes caracteristicos de
necrose. Foi verificado também que os animais, principalmete do grupo controle,
debilitaram rapidamente e por esses dois motivos houve a necessidade de encerrar o
experiemento com 7 dias. Entretanto, foi possivel mensurar o volume tumoral, coletar
as amostras tumorais e o sangue periférico.

No experimento de 14 dias, optou-se por uma mudanca no protocolo de
inoculacdo. Utilizando-se um volume de 100 pL, ou seja 0,25x105 celulas em 100 pl de
salina, o que resultou em um crescimento mais moderado do tumor, permitindo a
extensdo do experiemto até o 14° dia.

Com a modificagdo do protocolo, os aspectos clinicos dos animais também
foram melhorados, mantendo-os em um estado geral de saude aceitdvel, com
comportamento normal e sem alteragdes evidentes, 0 que sugere que 0 crescimento
tumoral ndo causou muito desconforto. Isso foi um indicativo de que o protocolo

utilizado foi bem tolerado, proporcionando um ambiente adequado para a realizagdo do
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estudo e garantindo a integridade dos dados experimentais.

Devido as variaveis comportamentais, optamos por usar camundongos machos
ao invés de fémeas. Como a neuropatia induzida por oxaliplatina, é frequentemente
justificada pela influéncia das variaveis comportamentais e hormonais. Estudos
mostram que os horménios sexuais, especialmente o0s estrogénios e a progesterona,
Mogil et al. (2000), podem alterar significativamente a resposta a dor e a outros
comportamentos experimentais, o que pode introduzir variabilidade nos dados, visto
que o intuito ndo era comparar o efeito diferenciado em machos e femeas.

Para mimetizar 0 que acontece na neuropatia sensitiva periferica, testes
comportamentais foram realizados para verificar a presenca de alodinia mecanica (teste
Von frey) e termica ao frio (teste da acetona) sintoma que aparece nos pacientes
acometidos. A Associacdo Internacional para o Estudo da Dor (IASP) define alodinia
como “Dor devido a um estimulo que normalmente ndo provoca dor” (REFERNCIA

SITE IASP https://www.iasp-pain.org/resources/terminology/). Assim, testes que

avaliam alodinia devem levar em consideracdo estimulos in6cuos mecanicos, como o
toque leve ou estimulos térmicos indcuos como frio de 10° C para cima ou calor abaixo
de 45° C. Assim, o teste de von Frey filamentos avalia a ocorréncia de comportamento
nociceptivo provocado pelo toque leve, que indica a presenca de alodinia mecéanica e o
teste da acetona avalia 0 comportamento nociceptivo ao frio ndo nocivo (10°C) que
indica a presenca de alodinia térmica ao frio. O comportamento de retirada da pata aos
filamentos de von Frey indica o limiar e quanto menor o limiar de sensibilidade, maior
0 grau da neuropatia instalada. A alodinia ao frio é avaliada através do tempo que 0
animal permanece com 0 comportamento nociceptivo ap6s a aplicacdo da gota de
acetona, onde quanto maior o tempo de reacdo, maior é a sensibilidade, indicando um
maior grau de neuropatia.

A escolha entre a avaliacdo de alodinia térmica ao frio e ndo ao calor, faz
referéncia as caracteristicas da neuropatia associada a oxaliplatina, que em pacientes,
aparecem sintomas como desconforto ao frio nos membros superiores, inferiores e
regido perioral (GODINHO et al., 2020; ANDRE et al 2007), caracteristica das fases
aguda e cronica da neuropatia e as disestesias laringofaringiais provocadas pelo frio,
caracteristicas da fase aguda da neuropatia. Ademais, em um estudo anterior, CESARIO
(2023) demonstrou a participacdo de receptores TRPM8 na atividade antinociceptiva da
McLTP,. A literatura cita que estes receptores sdo transdutores de estimulos frios ndo

nocivos estando presentes tanto em termorreceptores como nos nociceptores e sdo
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participantes importantes na alodinia ao frio (PEIER et al., 2002).

Em estudos experimentais, os camundongos tratados com oxaliplatina
apresentam tanto alodinia mecéanica quanto alodinia termica, principalmente ao frio
(AZEVEDO et al., 2013; PEREIRA et al., 2019; PEREIRA et al., 2018). Assim, no
presente estudo verificou-se que a oxaliplatina induziu a NSP, pois 0s animais
apresentaram tanto alodinia mecénica quanto térmica iniciando-se no 7° dia e
permanecendo até o ultimo dia de avaliacdo e que McLTP; preveniu o desenvolvimento
dessa neuropatia, corroborando com CESARIO (2023).

Além dos testes comportamentais, este mesmo autor também demosntrou que a
administracdo diaria de McLTP; (4mg/kg) inibe a expressdo C-Fos em ganglios da raiz
dorsal. C-Fos é um marcador utilizado para avaliar a ativacdo neuronal. O aumento da
sua expressdo em locais especificos da via nociceptiva indica a ativacdo desta via e a
diminuigdo da sua expressédo indica analgesia (ZIMMERMANN, 1995; HARRIS, 1998;
BULLITT et al., 1992).

Outro marcador avaliado foi o ATF3 que estd aumentado quando ha injuria
nervosa (BRAZ et al., 2010; TSUJINO et al., 2000). No referido estudo, observou-se
que a oxaliplatina aumentou a expressdo de ATF3 e que McLTP; preveniu esse
aumento, permitindo sugerir que McLTP; tem efeito neuroprotetor além do efeito
analgésico. Os dois efeitos juntos permitem concluir que McLTP; tem efeito anti-
neuropatico. No presente estudo, esses marcadores ndo foram avaliados. Entretanto,
pelo fato de que a McLTP; inibiu tanto a alodinia mecanica como a alodinia térmica
provocada por oxaliplatina (esta em uma dose 3 vezes mais alta do que a usada no
trabalho de Cesario, 2023), podemos sugerir que o efeito anti-neuropéatico da McLTP,
se manteve também com doses mais altas da oxaliplatina. Atualmente ainda ndo se tem
prevencdo nem tratamento para essa neuropatia e nossos resultados vém corroborar o
efeito neuroprotetor da McLTP;.

Este estudo também avaliou o efeito da McLTP, e da combinacdo desta com a
oxaliplatina sobre a cinética tumoral de células CT26.WT. A andlise do crescimento
tumoral € de fundamental importancia para monitorar os efeitos dos tratamentos
aplicados. Essa avaliacdo possibilita uma melhor compreensdo do comportamento do
crescimento tumoral e da eficacia das intervengdes terapéuticas.

CT26 é um dos modelos de tumor de camundongo singénico mais amplamente
usados. Castle et al., 2014 fizeram a caracterizacdo imunoldgica, genémica e

transcriptbmica do carcinoma colorretal CT26, mostrando que que o0s padrbes de
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mutacdes em genes onco-relevantes, as assinaturas de expressdo génica e as vias
reguladas em células CT26 estdo de acordo com sua origem em epitélios de colon e
compartilham caracteristicas com CCRs priméarios humanos. As mutacdes e perfis de
expressao sao semelhantes aos relatados para CCR humano esporadico, indiferenciado,
refratario a terapia e propenso a metastase.

As células CT26 compartilham caracteristicas moleculares com células de
carcinoma colorretal humano agressivas, indiferenciadas e refratarias. Além disso, Sato
et al. (2021), caracterizaram o tumor CT26 como um “tumor quente”, referindo-se a
populacdo imune do tumor, por apresentar uma grande quantidade de células imunes
infiltrantes, e ser um bom modelo para desenvolver abordagens imunoterapéuticas.

A interacdo entre o tumor e 0 microambiente imune também desempenha um
papel fundamental no comportamento de crescimento tumoral. A presenca de células T
reguladoras (Tregs) e de células M2 do tipo macrofagos é frequentemente observada no
microambiente dos tumores CT26.WT, e esses componentes podem contribuir para a
supressdo da resposta imune antitumoral, facilitando o crescimento tumoral e a evaséo
imune (ALIMOHAMMADI et al., 2021).

Os resultados observados no estudo, nos tratamentos com oxaliplatina, McLTP;
e a combinacdo de ambos sugerem uma notavel inibi¢do do crescimento tumoral. Onde
0 grupo tratado somente com a oxaliplatina mostrou um significativo resultado de
inibicdo do tumor, juntamente com o grupo McLTP; que também sozinha demonstrou
inibicdo tumoral, um resultado inesperado, mas extremamente positivo, ao observarmos
que a McLTP;, quando administrada sozinha, teve um efeito antitumoral bastante
satisfatorio.

Este achado é particularmente significativo, pois sugere que a proteina McLTP;
possui propriedades terapéuticas independentes, mostrando nesse estudo que ela
conseguiu reduzir o tamanho do tumor. O fato de McLTP; sozinha ter demonstrado uma
inibicdo indica que essa proteina tem uma atividade bioldgica que merece mais
investigacao.

Tais resultados podem correlacionar a expressao do marcador Ki67 que é
comumente utilizado para avaliar a proliferagdo celular, pois sua expressdo esta
diretamente relacionada a atividade proliferativa das células tumorais. Quanto maior a
expresséo de Ki67, maior a taxa de divisdo celular (LI et al., 2015).

A reducdo nos niveis de Ki67 observada nos grupos tratados com oxaliplatina,

McLTP; e sua combinacdo indica que esses tratamentos conseguiram diminuir a
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proliferacdo celular, sugerindo que eles foram eficazes em inibir o crescimento tumoral.
Esse decréscimo no Ki67 é um indicativo de que as terapias ajudaram a bloquear a
replicacdo das células tumorais, contribuindo para a reducdo do crescimento tumoral.

Quando relacionamos os resultados da cinética tumoral ao CD31 que é um
marcador de células endoteliais que pode indicar a presenca de angiogenese. A
angiogénese é essencial para o fornecimento de oxigénio e nutrientes as células
tumorais. A reducdo desse marcador CD31 nos grupos tratados sugere que houve uma
diminuicdo na angiogénese tumoral, 0 que € uma resposta favoravel ao tratamento.

Angiogénese é um processo que envolve a formacgdo de novos vasos sanguineos
devido ao desenvolvimento de capilares existentes e veias pos-capilares. E uma etapa
normal e vital no crescimento e desenvolvimento, bem como uma reacdo que aparece
na cicatrizacdo de feridas e na formacdo de tecido de granulacdo. No entanto, também é
importante na transicdo de tumores de um estado benigno para um estado maligno,
salientando a importancia do uso de inibidores de angiogénese no tratamento do cancer.

A angiogénese tumoral € um processo que inclui etapas como degradacdo da
matriz endotelial vascular, migracdo de células endoteliais, proliferacdo de células
endoteliais, formacdo de alcas vasculares pela ramificacdo de células endoteliais e a
formagdo de uma nova membrana basal. Observa-se uma estrutura e fungéo neovascular
do tecido tumoral anormal e uma matriz vascular incompleta, fazendo com que os
microvasos sejam propensos a vazamentos. Essas caracteristicas favorecem o tumor
pois as células tumorais ndo precisam passar por um processo de invasdo complicado e
facilmente penetram diretamente na corrente sanguinea para gerar metastase. Estudos
mostram que tumores benignos tém angiogénese esparsa e crescimento lento dos vasos
sanguineos, enquanto a maioria dos tumores malignos tem angiogénese intensiva,
desorganizada e crescimento rapido. Portanto, a angiogénese desempenha um papel
importante no desenvolvimento e na metastase de tumores, e € um marcador para a
maioria dos tumores malignos (SARA & DAVID, 2011).

A oxaliplatina pode reduzir angiogénese tumoral ao causar danos no DNA e
morte celular, como discutido por Ferreira (2006), que observaram que quimioterapicos
podem reduzir a formagdo de novos vasos sanguineos em tumores. Além disso, a
McLTP; pode exercer efeitos anti-angiogénicos, possivelmente pela reducdo da
inflamacdo ou pela modulagéo de fatores como VEGF (fator de crescimento endotelial
vascular).

No presente estudo, através da marcacdo de CD31 no tecido tumoral, pudemos
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mostrar que a auséncia de tratamento, como no grupo controle, provoca um aumento
marcante da angiogenese, com um aparente padrdo desordenado da formagéo de vasos
sanguineos. O tratamento com oxaliplatina diminui acentuadamente essa marcacao,
assim como observamos também uma mudanca de padrdo na disposi¢cdo dos vasos
formados, com aspecto mais linear e menos bifurcacdes. Esse padrdo também foi
observado nos grupos tratados com a McLTP; e com a combinagdo de ambos. A
McLTP; ndo alterou o efeito da oxaliplatina na redugéo de CD31 nos tumores avaliados.

Quando comparamos os efeitos in vivo da McLTP; e da sua combinacdo com a
oxaliplatina, observamos efeito similares e contrarios na avaliacdo, in vitro. Tanto in
vivo quanto in vitro a McLTP; mostrou efito inibitdrio, inibindo o crescimento tumoral
e a também a viabilidade celular da CT26.WT in vitro. O efeito in vitro foi aumentado
com relacdo ao tempo de incubacdo. Observou-se uma diminuicdo da ICsy da McLTP1 a
medida que o tempo de incubacdo foi extendido. Entretanto o efeito in vivo da
combinacdo da McLTP, com a oxaliplatina obteve efeitos diferentes do resultado in
vitro. In vivo, a McLTP, néo foi capaz de modificar o efeito antitumoral da oxaliplatina,
onde se observou que o volume tumoral, peso e marcadores de progressdo tumoral
como Ki67 e CD31 ndo foram alterados quando comparamos o grupo da oxaliplatina
com o grupo do tratamento combinado. Contudo, 0 experimento in vitro mostrou um
resultado diferente, onde a McL TP, potenciou o efeito citotoxico da oxaliplatina apds
72 horas de incubacdo, com efeito mais pronunciado em 96 horas, em que a ICsq baixou
em cerca de 50%.

Ao relacionar os resultados da cinética tumoral com a expressao do HMGB1 foi
verificado que a oxaliplatina diminuiu o volume tumoral e aumentou os niveis de
HMGBL1, uma proteina associada a resposta ao dano celular e a inflamacéo.

A proteina HMGBL é associada a cromatina nao histona, amplamente distribuida
em células eucaridticas, e esta envolvida no reparo de danos ao DNA e na manuten¢do
da estabilidade genémica. Além disso, desempenha um papel importante na resposta
imunoldgica e na regulacdo de processos inflamatorios. Durante a morte celular,
especialmente a necrose, 0 HMGBL é liberado das células e atua como uma molécula
sinalizadora que ativa o sistema imunoldgico, promovendo inflamagéo e recrutamento
de células imunes para o local da leséo (WANG, 2020). Em tumores o HMGB1 é
liberado pela célula tumoral durante o processo de necrose, evento importante no

mecanismo de morte celular imunogénica (HATO et al 2014).
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A oxaliplatina possui mecanismo antinumoral dependente, pelo mesmo em
parte, da morte celular imunogénica um processo que estd diretamente relacionado a
liberagdo da proteina HMGBL1 pelo tumor. A oxaliplatina através do seu mecanismo
citotoxico, provoca danos no DNA celular, resultando na exposi¢cdo de calreticulina,
ATP e na liberacdo do HMGBL1 no espaco extracelular. Esse, por sua vez, por ligacéo ao
TLR4 ativa células dendriticas a expressar o MHC classe | e apresentacdo do antigenos
tumorais aos linfocitos T. Isso resulta na maturacdo de linfécitos T para o
reconhecimento dos antigenos tumorais e ativacdo das células citotoxicas (HATO,
2014). Assim, o aumento da expressao de HMGB1 nos tumores tratados com
oxaliplatina corrobora com esses dados da literatura.

Os resultados aqui apresentados mostram que a McLTP; também aumentou a
marcacdo para HMGBL1 nos tumores avaliados, 0 que leva a uma suspeita de que essa
proteina possa estar causando a morte tumoral por mecanismos homologos aos da
oxaliplatina, ou de farmacos que induzem morte celular imunogénica. De fato, a
McLTP; mostrou uma atividade citotoxica direta, in vitro, nas células CT26.WT o que
também poderia estar ocorrendo no tumor nos camundongos tratados com essa proteina.
Adicionalmente a McLTP; também causou 0 aumento da marcacdo de HMGB1 quando
combinada a oxaliplatina, demonstrando uma potenciacdo do efeito da oxaliplatina
sobre este marcador. Em termo de mecanismo esse incremento na liberagdo de HMGB1
deveria causar uma potenciacdo do efeito da oxaliplatina resultando na diminui¢do do
volume tumoral. Entretanto os resultados de avaliacdo do tamanho dos tumores nao
mostrou isso.

Nos resultados da leucometria total e diferenciada observamos que a oxaliplatina
provocou uma reducdo significativa nos grupos dos leucécitos e mondcitos, tanto com 7
dias, como com 14 dias de tratamento. Sdo poucos 0s estudos documentando as
alteracbes imunoldgicas no baco, timo e medula 6ssea ap6s o tratamento com
oxaliplatina; especificamente, ha uma escassez de estudos sobre o impacto do
tratamento com oxaliplatina na hematopoiese. A toxicidade hematoldgica oxaliplatina
no que diz respeito as células imunes ainda € controversa e parece ser dependente da
dose e duragdo do tratamento. Por exemplo, Stojanovska et al., 2019 mostrou que a
oxaliplatina aumentou a resposta imune em camundongos BALB/c, em que foi utilizada
uma dose de 3 mg/kg, por via intraperitoneal (3 vezes por semana por 14 dias), com
dose cumulativa de 18 mg/kg) e os animais ndao eram portadores de tumor. Outro estudo

avaliando a toxicidade hematoldgica da oxaliplatina em que camundongos tratados com
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oxaliplatina 2.5mg/kg por 4 dias consecutivos, durante 3 semanas (dose cumulativa de
30mg/kg) mostrou um resultado diferente, onde houve uma diminuigdo da contagem
total de leuctcitos em sangue periférico e o desenvolvimento de anemia. A avaliagao
por citometria do baco evidenciou uma reducdo de leucocitos com destaque para
linfocitos T auxiliares e T citotoxicos, além da esplenomegalia (LEES et al., 2020). No
presente estudo, a dose cumulativa de oxaliplatina foi 42 mg/kg, o que levou a uma
reducdo total dos leucdcitos com enfoque em linfocitos e mondcitos, sem alterar
neutrofilos. ITO et la., (2018) observou resultados semelhantes em ratos.

A administracdo diaria da McLTP1 preveniu a leucopenia causada pela
oxaliplatina, revertendo quase que totalmente a diminuigcdo na contagem dessas células
nos animais tratados com oxaliplatina. A prevencdo da leucopenia pode ser desejavel
no tratamento do cancer, visto que o sistema imunoldgico desempenha um papel
importante no controle da progressao tumoral, assim como a morte celular imunogénica
¢ um mecanismo importante no efeito antineopldsico da oxaliplatina e tem uma
participagdo importante dos linfdcitos.

Curiosamente a McLTP1 quando administrada como monoterapia aumentou a
contagem total de leucdocitos com destaque para linfocitos em 7 dias e 14 dias e um
aumento transitério em neutrofilos com 7 dias de tratamento. Isso sugere um efeito
imunoestimulante da McLTP1 que seria desejavel no tratamento do cancer como
comentado acima. Estudos adicionais deve ser realizados para entender o mecanismo
dessa regulacdo imune que repercutiu no sangue periférico.

Outro aspecto importante diz respeito a avaliacdo do aspecto clinico dos animais
e a analise ponderal. Tendo em vista que 0s animais desse grupo estavam com um
aspecto clinico muito bom, animais com atividade exploratéria, ganho de peso, pelagem
normal, sem sinais de dor ou sofrimento, indica que de alguma forma a McLTP, estaria
causando um bem nos animais. Possivelmente através do seu efeito neuroprotetor,
diminuindo os sintomas neuropaticos que envolvem dor e desconforto, assim como pelo
seu efeito imunomodulador. De fato, foi observado que a oxaliplatina promove uma
diminuicdo no ganho ponderal e que a McLTP; reduziu esse efeito. Além disso o grupo
tratado somente com McLTP; foi o Unico grupo a ter ganho de peso, mostrando-se
diferente dos demais grupos. O fato de a McLTP; prevenir a leucopenia induzida por
oxaliplatina pode estar relacionada nesse aspecto geral do animal observado nos grupos
tratados com a proteina.

Por fim, os resultados obtidos neste projeto destacam de forma notavel o
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potencial terapéutico da proteina McLTP;. Esta proteina demonstrou propriedades
antinociceptivas significativas, prevenindo a neuropatia induzida pela oxaliplatina, um
efeito frequentemente debilitante no tratamento oncoldgicos com esse quimioterapico.
Além disso, McLTP; apresentou acdo antitumoral, sem interferir no impacto da
oxaliplatina, mantendo sua eficacia terapéutica. A proteina também desempenhou um
papel fundamental na prevencdo da linfopenia, um efeito adverso comum na
quimioterapia, promovendo, assim, uma melhor resposta imunoldgica oa que pode ter
contribuido também para o bem-estar geral dos animais, que ndo apresentaram sinais de
debilidade ou perda de peso. McLTP; mostrou um efeito citotoxico in vitro e também
um efeito potencializador na acdo da oxaliplatina ponto que deve ser explorado em
estudos futuros. Outro aspecto extremamente vantajoso é que os efeitos in vivo da
McLTP;, foram obtidos pela administracdo oral, o que, futuramente, tornaria o
tratamento mais acessivel e bem aceito pelos pacientes, conferindo uma vantagem
significativa em termos de praticidade e adesé&o ao tratamento. Todos esses aspectos em
conjunto apontam para o grande potencial terapéutico da McLTP; como um adjuvante

promissor no tratamento do cancer colorretal.
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8 CONCLUSAO

Em concluséo, os resultados do presente estudo sugerem que a McLTP;: (1)
inibiu a alodinia mecanica e termica induzida por oxaliplatina em camundongos com
tumor de células CT26.WT, mostrando um efeito antinociceptivo; (2) mostrou também
um efeito antitumoral, in vivo e efeito citotoxico in vitro, com a diminui¢do da marcacgao
para Ki67 e CD31 em tecido tumoral; (3) adicionalmente, a McLTP; n&o interferiu no
efeito antitumoral da oxaliplatina in vivo, mas in vitro promoveu uma potenciacdo do
seu efeito citotoxico nas celulas CT26.WT; (4) aumentou a marcacdao de HMGB1 em
tecido tumoral e potenciou o efeito da oxaliplatina sobre este marcador e por ultimo (5)

preveniu a leucopenia provocada pela oxaliplatina principalmente em linfécitos.
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ANEXO I - CERTIFICADO DE APROVACAO CEUA NPDM

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
FACULDADE DE MEDICINA
NUCLEO DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO DE
MEDICAMENTOS - NPDM
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada Efeito da proteina McLTP1 na atividade antitumoral da
oxaliplatina e na neuropatia sensitiva periférica associada em camundongos BAL B/c com tumor de
células registrada com o protocolo 20090522-0, sob a responsabilidade de MARIANA LIMA VALE e
BRENO LEONARDO DA SILVA que envolve a produgdo, manuten¢do ou utilizagdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica, encontra-
se de acordo com os preceitos da Lei n° 11.794 de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899 de 15 de julho
de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal
(CONCEA), foi APROVADA pela Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Nucleo de Pesquisa e
Desenvolvimento de Medicamentos (NPDM) da Universidade Federal do Ceara, na reunido de 22/06/2023.

We hereby certify that the project entitled Effect of McLTP1 protein on the antitumor activity of
oxaliplatin and associated peripheral sensory neuropathy in BALB/c mice with cell tumor identified by
the protocol number 20090522-0, and conduced by responsability MARIANA LIMA VALE and BRENO
LEONARDO DA SILVA which involves the production, maintenance or use of animals belonging to the
filo Chordata, sub-vertebrate Vertebrata (except humans), for the purpose of scientific research - is in
accordance with the provisions of the Law number 11,794, from October 8th, 2008, of Decree number 6,899,
from July 15th, 2009, and with the regulations issued by the National Council for the Control of Animal
Experimentation (CONCEA), was APPROVED by the Ethics Committee on Animal Use (CEUA) from the
Center for Research and Development of Medicines (NPDM) of the Federal University of Ceara, in the

meeting of 22/06/2023.
Finalidade () Ensino  (X) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizacao Inicio: 01/07/2022

Fim: 01/07/2024

Espécie camundongo
Linhagem BALB/c
N° de animais autorizados 96
Peso 20 a 25 gramas
Idade 4 a 5 semanas
Sexo Macho
Origem (fornecedor) Biotério do NPDM
Local do experimento Biotério do NPDM

Documento assinado digitalmente
g “b MARISA JADNA SILVA FREDERICO CANUTO

Data: 01/08/2023 18:04:22-0300 Fortaleza, 31 de agosto de 2023

Verifique em https://validar.iti gov.br

Coordenacio da Comissdo de Etica e Uso de Animais
Nucleo de Pesquisas e Desenvolvimento de Medicamentos
Universidade Federal do Ceara

Rua Coronel Nunes de Melo, 1000, Rodolfo Teéfilo - Fortaleza/CE - CEP 60430-275 - Tel: 55 (85) 3366-8338
Horario de atendimento: Segunda a Sexta, das 9h as 12h e das 13h30 as 18h. E-mail: ceua-npdm@ufc.br
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ANEXO II - CERTIFICADO DE ANALISE DA LINHAGEM DE CELULAS
CT26.WT

ATCC

ATCC* Number: CRL-2638™

Lot Number: 70037050

Name: CT26.WT

Description: Celon Carcinoma

Species: Mouse (Mus miscius)

Volume/Ampule: Approximately 1 mL

Date Frozen: 07AUG2020

Recovery: A T-25 setup at a seeding density of 2.0 x 104 viable cells/cm? reaches approximately 30%
confluence in 1 day and 30% confluence in 3 days.

Product Format: Cells cryopreserved in the appropriate cryopreservation medium

Expiratien Date: Not applicable

Storage Conditions: Vapar phase of liquid nitregen

Test { Method Specification Result

Ampule passage number Report results Unknown

Population doubling lavel [PDL} Report results Not applicable

Total cellsfampule Report results 4.5 x 10° total cellsiampule

{Cell count using Trypan Blue stain method)

Fost-freaze vizhility = 50.0% a5.0%

{Cell count using Trypan Blue stain method)

Growth properties Adherent Adherant
{Visual chservation method}
Werphelogy Fibroblast-like* Fibroblast-like
{Wizual chsareation method)

Test for mycoplasma contaminatian

Hoechst OMA stain (indirect) method Mone detected WNone detected
Agar culture (direct) method Mone detected Mone detected
PCR-bazed assay Mono deteeted MNone detected
Species determination: COl assay (interspecies) | Mouse Mouse
Sterllity test (BacTVALERT 2D}

iAST battle (mevabic) at 32.5°C Mo growth Mo greth
iMBT bollle {anaermbic al 32.5°C M growlh Mo growlh

* Fibratlast-like: Any adherent cells of a spindle or stellate shape.
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