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RESUMO

A neuropatia periférica induzida por quimioterapicos (NPIQ) é uma
manifestagédo clinica de diversas classes de farmacos antitumorais, tais como os
derivados da platina. A cisplatina € um antitumoral bastante utilizado na pratica
oncologica devido a sua capacidade de induzir apoptose nas células tumorais em
decorréncia da formacgao de adutos de platina no DNA. Entretanto, nos neurdnios, a
cisplatina induz altera¢des que culminar&o na neuropatia periférica (NP), um conjunto
de sintomas caracterizado por ser predominantemente sensorial e dose-dependente.
Dentre esses sintomas esta a parestesia, perda sensorial e dor neuropatica, que ainda
pode ser aguda ou crénica. Esses efeitos ocorrem porque os neurénios dos ganglios
das raizes dorsais (GRDs) também sdo alvos desses farmacos. Visto isso,
desenvolver estratégias que visem proteger o sistema nervoso é fundamental para o
tratamento da NPIQ. Assim, a proposta desse trabalho é avaliar in vitro se extrato
aquoso de folhas da Eugenia dysenterica (planta do Cerrado popularmente conhecida
como Cagaita) possui papel neuroprotetor no modelo de NPIQ, devido as atividades
antioxidante e anti-inflamatdéria dessa planta, além de efeito neuroprotetor ja
demonstrado em outros modelos de neurotoxicidade. Assim, foram estabelecidas
culturas primarias de células de GRDs de ratos adultos e de células neuron-like PC-
12, que foram tratadas com extrato de E. dysenterica na presenga ou auséncia de
cisplatina. Os efeitos desses tratamentos sobre a neurotoxicidade da cisplatina foram
analisados por intermédio das técnicas de avaliagcdo da viabilidade celular,
quantificacdo da liberagdo do peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) e
quantificacdo de CGRP total, quantificacdo de mRNA para Superdxido dismutase 2
(SOD-2) e NRF2, da liberagdao de Interleucina-13 (IL-1B), da sintese de espécies
reativas de oxigénio e mensuragcdo do comprimento de neuritos. Observamos que o
tratamento com 30 uM de cisplatina por 24 horas nao induziu morte celular de células
de GRDs (p<0,05), aumentou a sensibilizagado neuronal em 53,9% apds estimulo com
capsaicina e 33,3% apo6s estimulo com KCI (p<0,05) e induziu estresse oxidativo em
células PC-12 (aumento de 57,1% - p<0,05), que foram prevenidos pelo pré-
tratamento com 30 pug/mL do extrato de E. dysenterica (p<0,05). Além disso,
observamos que a cisplatina promove o aumento da liberagéo de IL-13 em diferentes
tempos e concentragdes (p<0,05), sintese génica de SOD-2 (aumento de 162,1% -
p<0,05) e inibicdo do crescimento de neuritos (18,0% - p<0,05). Ja o tratamento
somente com 30 pug/mL do extrato de E. dysenterica também n&o altera a viabilidade
celular de células GRDs, liberacéo de IL-15 e a expresséo génica de SOD-2 (p<0,05),
entretanto reduz essa expresséo de Nrf2 (65,6% - p<0,05). Além disso, observamos
que o extrato ndo interfere na atividade antitumoral ou no efeito em neuritos da
cisplatina (p<0,05). Também observamos que os ativadores da via Nrf2/Keap1/ARE,
oltipraz e sulforafano, induziram sensibilizagdo neuronal. Apods estimulo com
capsaicina, 24 horas de tratamento com 50 uM de oltipraz aumentou a liberagéo de



CGRP em 185,1% e 100 uM em 257,9%, ja o sulforafano aumentou em 110,9% (10
uM) e 150,5% (20 uM) tal liberagéao (p<0,05). Em suma, nossos dados demonstram
que o extrato de E. dysenterica pode ser uma promissora ferramenta para o
tratamento da NP induzida pela cisplatina.

Comissdo de Etica de Uso de Animais: Universidade de Brasilia - protocolos
51793/2014 e 23106.106926/2021-68.

Palavras-chave: Neuropatia periférica induzida por quimioterapicos; cisplatina;
neuroprotecao; estresse oxidativo; CGRP; IL-1B3; Eugenia dysenterica.



ABSTRACT

Chemotherapy-induced peripheral neuropathy (CIPN) is a clinical manifestation of
several classes of antitumor drugs, such as platinum derivatives. Cisplatin is an
antitumor widely used in oncology practice due to its ability to induce apoptosis in tumor
cells as a result of the formation of platinum adducts in DNA. However, in neurons,
cisplatin induces changes that will culminate in peripheral neuropathy (PN), a set of
symptoms characterized by being predominantly sensory and dose-dependent.
Among these symptoms are paresthesia, sensory loss and neuropathic pain, which
can still be acute or chronic. These effects occur because dorsal root ganglia (DRG)
neurons are also targets of these drugs. Given this, developing strategies aimed at
protecting the nervous system is essential for CIPN treatment. Thus, the purpose of
this work is to evaluate in vitro whether aqueous extract of Eugenia dysenterica leaves
(Cerrado plant popularly known as Cagaita) has a neuroprotective role in the CIPN
model, due to the antioxidant and anti-inflammatory activities of this plant, in addition
to its neuroprotective effect, already demonstrated in other neurotoxicity models. Thus,
primary cultures of DRG cells from adult rats and neuron-like PC-12 cells were
established, which were treated with E. dysenterica extract in the presence or absence
of cisplatin. The effects of these treatments on cisplatin neurotoxicity were analyzed
using the techniques of evaluating cell viability, quantification of calcitonin gene-related
peptide (CGRP) release and quantification of total CGRP, quantification of mRNA for
Superoxide dismutase 2 (SOD-2) and NRF2, the release of Interleukin-1 (IL-1pB), the
synthesis of reactive oxygen species and measurement of neurite length. We observed
that treatment with 30 uM cisplatin for 24 hours did not induce cell death of DRG cells
(p<0.05), increased neuronal sensitization in 53.9% after capsaicin stimulus and
33.3% after KCI stimulus (p<0.05) and induced oxidative stress in PC-12 cells
(increase of 57.1% - p<0.05), which were prevented by pretreatment with 30 ug/mL E.
dysenterica extract (p<0.05). Thus, we observed that cisplatin promotes an increase
of IL-1p release in different times and concentrations (p<0.05), SOD-2 gene synthesis
(increase of 162.1% - p<0.05) and inhibition of neurite outgrowth (18.0% - p<0.05). On
the other hand, the treatment with only 30 ug/mL E. dysenterica do not alters the DRG
cell viability, IL-1p release and SOD-2 gene expression (p<0.05), however reduces that
NRF2 expression (65.6% - p<0.05). Furthermore, we observed that the extract does
not interfere with the antitumor activity or the effect of cisplatin on neurites (p<0.05).
We also observed that Nrf2/Keap1/ARE pathway activators, oltipraz and sulforaphane,
induced neuronal sensitization. After capsaicin stimulus, treatment with oltipraz 50 uM
for 24 hours increased 185.1% the CGRP release and 100 uM increased 257.9%, on
the other hand, sulforaphane increased 110.9% (10 uM) and 150.5% (20 uM) such
release (p<0.05). In summary, our data demonstrate that E. dysenterica extract can be
a promising tool for the treatment of cisplatin-induced PN.



Animal Use Ethics Commission: University of Brasilia - protocols 51793/2014 and
23106.106926/2021-68

Keywords: Chemotherapy-induced peripheral neuropathy; cisplatin; neuroprotection;
CRRP; IL-1B; Eugenia dysenterica.
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1. INTRODUGCAO

1.1.  NEUROPATIA PERIFERICA INDUZIDA POR QUIMIOTERAPICOS

O céancer compreende um conjunto com mais de 100 diferentes tipos de
doencgas, que possuem como caracteristica comum o crescimento desordenado de
células, com propensao a metastase (INCA, 2020). Hoje, sabemos que o cancer ja
aflige a humanidade a mais de 3000 mil anos, e atualmente é considerado um
problema de saude global. No Brasil a estimativa do Instituto Nacional do Céncer José
Alencar Gomes da Silva (INCA) é que em cada ano do triénio 2023-2025 sejam
esperados 704.000 novos casos de cancer (INCA, 2022). Quanto ao seu tratamento,
existem diversas abordagens, sdo elas: remogao cirurgica, transplante de medula
Ossea, radioterapia e quimioterapia. Essa ultima € uma das abordagens mais
utilizadas, entretanto, seu uso induz efeitos adversos importantes, tais como a
neurotoxicidade.

A toxicidade do sistema nervoso (SN) é o efeito adverso mais comum que
ocorre durante o tratamento quimioterapico, e diversas classes de farmacos
antitumorais induzem tal efeito, incluindo os derivados da platina (cisplatina,
oxaliplatina e carboplatina), os farmacos modificadores da dindmica dos microtubulos
(taxanos — paclitaxel e docetaxel; e os alcaloides da vinca), inibidor do proteassoma
(bortezomib), e inibidor da angiogénese (talidomida - CAVALETTI, MARMIROLI, 2010;
STAROBOVA e VETTER, 2017; HU et al., 2019). Esse efeito adverso recebe especial
atencdo na pratica clinica principalmente devido a sua severidade e frequéncia.
Observa-se que, além de uma alta incidéncia, em que manifestagdes neurotdxicas
ocorrem em cerca de 20-40% dos pacientes, a neurotoxicidade ainda é preocupante
por ser categorizada como dose-dependente, isto é, sua severidade aumenta de
acordo com a progressdo do tratamento quimioterapico (WOLF et al., 2008;
CAVALETTI et al., 2019).

Os sintomas neurotdxicos dos quimioterapicos se diferenciam a depender da
regido do SN afetada. Quando esses efeitos ocorrem no sistema nervoso central
(SNC), ha alteracdo da fung&o cognitiva, caracterizando um fenbmeno conhecido

como “chemobrain” ou “chemofog”; porém, quando ocorre no sistema nervoso
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periférico (SNP), € nomeada neuropatia periférica induzida por quimioterapicos (NPIQ
- CAVALETTI e MARMIROLI, 2010; SIMO et al., 2013), foco desse estudo.

Os sintomas observados na NPIQ sdo predominantemente sensoriais, e
incluem entre outros, perda sensorial, parestesia e dor neuropatica, sendo que essa
ultima, pode ainda apresentar-se como aguda ou croénica (JAGGI; SINGH, 2012;
PARK et al., 2008). Tais sintomas, em conjunto, culminam n&o somente em uma
terapia subdtima, em que pode haver reducdo das doses terapéuticas ideais dos
quimioterapicos, como também impactam direta e negativamente a qualidade de vida
dos pacientes, inclusive, podem reduzir adesao ao tratamento (CAVALETTI et al.,
1992; CAVALETTI, et al., 2011; GLENDENNING et al., 2010; MOLS et al., 2014) .
Além disso, outro fator importante é a interrupcao do tratamento quimioterapico antes
da sua finalizagao (WINDEBANK e GRISOLD, 2008).

Ainda, é oportuno esclarecer sobre o estabelecimento e duragcdo da NPIQ.
Diferentes estudos mostram que em algumas classes de quimioterapicos, a NPIQ
manifesta-se desde os primeiros ciclos de tratamento, como ocorre, por exemplo, no
tratamento com os derivados da platina (MCWHINNEY; GOLDBERG; MCLEOD,
2009). Além disso, esses sintomas podem perdurar por todo o tratamento antitumoral
e cessarem apos o final desse, no entanto, podem estabelecer-se por semanas,
meses ou anos, se tornando dessa maneira, uma condig¢ao cronica.

Em uma revisao sistematica realizada em 2014 por Seretny e colaboradores,
€ possivel observar a magnitude do impacto negativo que a NPIQ pode ter na vida
dos pacientes. Os autores observaram que a prevaléncia da NPIQ foi de 68,1% no
primeiro més apdés a quimioterapia, 60,0% apds 3 meses do final dos ciclos
quimioterapicos e de 30,0% apds 6 meses ou mais do final do tratamento antitumoral.
Em uma revisdo de literatura mais recente, Kerckhove e colaboradores (2017)
verificaram que a prevaléncia geral da NPIQ, isto &, considerando todos os farmacos
antitumorais neurotoxicos, € de 38,0%, mas no caso da oxaliplatina, a estimativa &
que a incidéncia seja maior do que 90,0%. No caso da cisplatina, em um ensaio de
longo prazo (aproximadamente 15 anos) foi observado que 28% dos pacientes com
cancer de testiculo e tratados com esse antitumoral desenvolviam neurotoxicidade
cronica sintomatica, sendo que 6% sofriam de polineuropatia incapacitante
(STRUMBERG et al., 2002).

Assim, entender a NPIQ e estudar/desenvolver tratamentos para este efeito
adverso € de inegavel importancia, sobretudo, considerando a alta prevaléncia e
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potencial cronificagdo dessa condi¢do. Outro fator também importante a se considerar
€ que farmacos como os derivados da platina ainda possuem um efeito chamado de
“coasting”, que € definido como a piora do quadro neurotdxico apds a descontinuagao
do tratamento quimioterapico (LOMONACO et al., 1992; STAROBOVA e VETTER,
2017).

Ainda € importante ressaltar que esses farmacos, mesmo quando
administrados em esquema terapéutico monoterapico, sdo capazes de induzir
neuropatia periférica, no entanto, em diversos tratamentos antitumorais ha o uso de
terapia antineoplasica combinada (AVAN et al., 2015). Essa combinagao de farmacos
tem carater sinérgico, ndo s6 nas suas agdes antitumorais como também nos efeitos
adversos, logo, a incidéncia da NPIQ pode aumentar. Associado a isso, o estilo de
vida (ex.: consumo de alcool e estado nutricional) e comorbidades (ex.: diabetes
mellitus) também sao fatores de risco para a manifestacdo da NPIQ (HERSHMAN et
al., 2014; KRUKOWSKI et al., 2015).

Outrossim, ndo existe tratamento para a NPIQ, seja ele preventivo ou curativo,
uma vez que a NPIQ é uma condigdo que pode ser classificada como
farmacorresistente, isto é, pouco responsiva ao tratamento farmacoldgico (SALAT
2020). Segundo o Guideline mais recente da Sociedade Americana de Oncologia
Clinica, n&o ha tratamento farmacologico para prevenir a NIPQ em adultos, e no caso
de NPIQ ja estabelecida com dor, a recomendagao para o tratamento da dor € o uso
de duloxetina (antidepressivo inibidor da recaptagcédo de serotonina e noradrenalina),
embora sua eficacia seja moderada, de acordo com estudos clinicos (LOPRINZI et al.,
2020). A urgéncia de se buscar alternativas para o tratamento da NPIQ, seja ele
preventivo ou curativo, mostra-se presente pela analise das recomendacbes de
tratamento, uma vez apenas que apenas duloxetina seja a recomendagédo da
Sociedade Americana de Oncologia Clinica desde 2014 (HERSHMAN et al., 2014).

1.2. MECANISMOS DA NPIQ E NEUROTOXICIDADE DA CISPLATINA

Atualmente, ainda nao estdo totalmente elucidados os mecanismos pelos
quais os quimioterapicos induzem neuropatia periférica, porém, sabe-se que as

estruturas do SNP mais afetadas s&o os ganglios das raizes dorsais (GRDs)
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CAVALETTI et al., 2011; JIMENEZ-ANDRADE et al., 2008). Essas estruturas (figura
1) estdo paralelas a medula espinhal e sdo compostas por diversos tipos celulares,
como células n&o neuronais (Ex.: fibroblastos e glia) e os corpos celulares dos
neurénios sensoriais (SUNDARARAJAN et al., 2006; ZHU et al., 2016). Uma possivel
explicagédo para que os GRDs sejam um dos alvos dos quimioterapicos € a auséncia
da protecdo da barreira hematoencefalica, bem como o fato dessas estruturas
possuirem uma complexa vascularizacdo (CAVALETTI et al, 2011; JIMENEZ-
ANDRADE et al., 2008).
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Figura 1. Localizagao dos ganglios das raizes dorsais. A. Representagcéo de um corte transversal
de vértebra lombar. Os GRDs localizam-se adjacentes a medula espinhal. Adaptado de NETTER, 2013.
B. Fotografia de corte sagital da regido cervical da coluna vertebral de rato. A medula espinhal e as
meninges foram removidas para evidenciar os GRDs. As setas brancas apontam para os GRDs, ainda
alojados em seus forames (autoria prépria).

Especificamente em relagio a cisplatina, quimioterapico usado nesse trabalho
como farmaco indutor de NPIQ, ha um maior acumulo nos GRDs do que em outros
tecidos neurais em comparacao aos demais quimioterapicos neurotdxicos. Em ensaio
realizado em ratos, onde a cisplatina foi administrada por via intraperitoneal, observou-
se que as concentragdes desse farmaco foram maiores nos GRDs do que na medula
espinhal e no nervo isquiatico (CAVALETTI et al, 1990). Corroborando esse
resultado, foi observado em estudo postmortem que em pacientes tratados com
cisplatina, a concentragao desse quimioterapico também foi maior nos GRDs do que
na medula espinhal, raizes ventrais e dorsais e no lobo frontal (GREGG et al., 1992).
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A cisplatina € um antitumoral cuja atividade de inibicdo da divis&o celular foi
descrita pela primeira vez na década de 1965, em que foi avaliada a acdo de campo
elétrico sob cepas de Escherichia coli (ROSEMBERG et al., 1965), o que iniciou o
desenvolvimento de uma nova classe de medicamentos, os derivados da platina
(ROSEMBERG et al., 1969). A cisplatina € uma molécula formada por um atomo
central de platina ligado a duas aminas e dois cloros. Uma vez em meio intracelular,
se torna ativa, pois perde os cloros o que permite a ligagdo ao DNA, culminando na
formagao de adutos, que em ultima instancia, inibe a replicagao celular (HARDER E
ROSENBERG, 1970; HOWLE E GALE, 1970).

Os quimioterapicos possuem diferentes mecanismos de agdo que culminam
na morte celular das células tumorais. A toxicidade da cisplatina, por exemplo, é
decorrente da sua atuagdo direta na homeostase celular, induzindo apoptose nas
células de intensa proliferagdo por promover adutos de platina no DNA, conforme
revisado por Dasari e Tchounwou (2014). Entretanto, em neurbnios os
quimioterapicos nao induzem morte celular. Nos GRDs, os farmacos antitumorais
neurotdxicos induzem varias alteragbes, como na expressdo génica e proteica de
canais de calcio sodio e potassio, na sensibilizacdo de receptores e aumento da
liberagdo de citocinas (LI et al., 2017; CHANG et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2022).
Especificamente, a cisplatina induz dano ao DNA nuclear e mitocondrial, aumento da
expressao de receptores de potencial transiente e estresse oxidativo (EO - CAROZZI;
CANTA; CHIORAZZI, 2015).

O desenvolvimento de processo inflamatério também esta presente na NPIQ,
como acima citado (BRANDOLINI et al., 2019). Entender o papel desse grupo de
proteinas (citocinas) se torna extremamente importante no contexto da
neurotoxicidade periférica dos quimioterapicos, uma vez que podem diretamente
estimular e sensibilizar neurdnios, como ja revisado por Schafers e Sorkin (2008).

Em ratos da linhagem Sprangue-Dawley tratados com paclitaxel (dose
cumulativa de 8 mg/Kg) foi observado infiltrado de macrofagos nos GRDs até 21 dias
apos o tratamento com antitumoral (ZHANG et. al., 2016). Os autores também
observaram que havia redug¢ao da expressao proteica de TNF-a e reversao parcial da
hipersensibilidade mecanica induzida pelo paclitaxel apdés administracdo de
clodronato, uma molécula que depleta macréfagos. corroborando este achado,

recentemente observamos que o tratamento com 30 uM de cisplatina por 24 horas
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induz aumento da liberagdo de TNF-a no mesmo modelo celular apresentado nesse
estudo (OLIVEIRA et. al., 2022).

A interleucina 13 (IL-1B), por exemplo, € uma citocina inflamatéria que é
liberada apés a morte celular ou estimulo, que esta envolvida na regulagdo da
imunidade inata (MENDIOLA et al., 2018). Li e colaboradores (2022) mostraram que
o tratamento com oxaliplatina (2 mg/Kg/dia) em ratos da linhagem Sprague-Dawley
induzia aumento concentragao de IL-1p no soro desses animais. Em concordancia
com os dados da literatura, Saadati e colaboradores (2021) observaram o aumento
dessa citocina no nervo isquiatico de ratos da linhagem Wistar que desenvolveram NP
em decorréncia do tratamento com oxaliplatina em dose cumulativa de 20 mg/Kg.
Esses dados implicam o papel deletério da inflamacao na neuropatia induzida pelos

quimioterapicos.

1.3. ESTRESSE OXIDATIVO E NPIQ

Sabidamente, um dos mecanismos pelos quais os antitumorais possuem sua
atividade antineoplasica é a producéo de espécies reativas de oxigénio (EROs), o que
induz apoptose celular (BUTTURINI et al., 2013). Pode ser que o mesmo fenbmeno
ocorra nos neurbnios periféricos em decorréncia do tratamento antitumoral, e que
esse seja um dos fatores que, juntamente com outras alteragdes celulares, induzem
NPIQ.

Helmut Sies cunhou o termo estresse oxidativo no titulo do seu livro de mesmo
nome em 1985, cuja definigdo ainda usada atualmente € o desequilibrio no balango
entre agentes pré-oxidantes e agentes antioxidantes, em favor dos agentes pro-
oxidantes, levando a uma perturbagdo da sinalizacdo e controle redox e/ou dano
molecular (SIES, 1985). Isso ocorre devido ao fato de o atomo de oxigénio possuir 6
elétrons na sua camada de valéncia. Isso significa que ele precisa de mais dois
elétrons para estabilizar-se eletronicamente. Dessa forma, usualmente € necessario
que ocorra uma ligagao a fim de preencher essa camada, geralmente com outro atomo
de oxigénio, formando, portanto, a molécula Oz, em que dois elétrons s&o
compartilhados e a camada eletronica mais externa fica completa. A formacao dos



26

radicais livres de oxigénio ocorre quando essa molécula recebe algum elétron, que
induz uma sequéncia de reacdes com espécies altamente reativas que culminam na

formacéo de agua como mostrado na figura 2.
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Figura 2. Formagao de espécies reativas de oxigénio e as principais enzimas envolvidas nesse
processo. Adaptado de CRISTIANA et al., 2012.

Em altas concentragdes, as EROs podem ser importantes mediadores de
danos celulares, pois sdo capazes afetar diretamente estruturas celulares, ja que
interagem com as biomoléculas como acidos nucleicos, proteinas e lipidios,
acarretando a destruicdo de membranas celulares devido a peroxidacao lipidica,
alteracado na estrutura e funcdo de proteinas ou ainda danos na estrutura do DNA
(VALKO et al., 2006; KIM et al., 2015).

Ja ha algumas evidéncias da relagadto do EO com NPIQ. Azevedo e
colaboradores (2013) investigaram a relagdo da NP induzida pela oxaliplatina e o EO.
Os autores administraram 1 mg/kg deste antitumoral por via intravenosa em
camundongos da linhagem Swiss duas vezes por semana, e observou-se peroxidagéo
lipidica na medula espinhal 14 dias apds a primeira administracdo. Além disso, apos
4,5 semanas observou-se também o aumento da nitrosilagdo de proteinas na medula
espinhal em decorréncia do tratamento com a oxaliplatina. Essas alteracdes foram
acompanhadas do aumento da hiperalgesia térmica e mecanica induzida pelo citado
quimioterapico.

Especificamente com a cisplatina, Jiang e colaboradores (2008) mostraram

que em cultura primaria de células de GRD de ratos havia aumento de EROs apés
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tratamento com diferentes concentragdes desse antitumoral por 24 horas, observado
pela técnica de citometria de fluxo.

Corroborando esses dados, Kelley e colaboradores (2014) mostraram que em
cultura primaria de células de GRDs, os antitumorais derivados da platina induzem
alteracdes celulares a nivel molecular, como por exemplo o aumento do dano ao DNA
e alteragbes funcionais, como na liberagdo de neuropeptideos. Além dessas
alteragdes observadas in vitro, os autores também observaram perda funcional in vivo.
Camundongos que receberam tratamento com derivados de platina apresentaram
reducdo da vasodilatacdo induzida pela capsaicina. Todas essas alteragdes
ocorreram concomitantemente com o aumento de EROs. Esses dados indicam que
pode haver relacdo entre a neurotoxicidade e o EO induzido pelos antitumorais,
principalmente devido ao dano ao DNA ser diretamente causado por EO, observado
pela mensuracédo da quantidade de guanina oxidada na posigao 8 (8-oxoguanina).

Em revisdo publicada em 2018, Waseen e colaboradores compilaram estudos
relacionando o papel da mitocondria e os quimioterapicos na neurotoxicidade
periférica e observaram o papel do EO na apoptose, na disfungao bioenergética e no
dano mitocondrial que ocorre nos neurdnios periféricos apos o tratamento antitumoral.

Mais recentemente, Popovi¢ e colaboradores (2019), verificaram que em
células NTERA-2 cl.D1 (células humanas derivadas de teratocarcinoma da linhagem
NTERA-2 cl.D1) diferenciadas em células neuron-like, o tratamento com 45 uM de
cisplatina por 60 minutos foi capaz de aumentar a producdo de EROs em 8 vezes,
quando comparado ao grupo controle, e que a cisplatina também reduziu a extenséo

de neuritos.

1.3.1 Mecanismo de controle de EROs: via Nrf2/Keap1/ARE

A via Nuclear factor erythroid 2 related factor 2/Kelch-like ECH associated
protein 1/antioxidant response elements (Nrf2/Keap1/ARE) foi primeiramente
relacionada as enzimas de detoxificagao de fase Il em 1997 por Itoh e colaboradores
e atualmente ja se sabe que ela é fisiologicamente ativada nas células de acordo com
a presenca de EROs (TONELLI et al., 2018). Como observado na figura abaixo, em

condi¢cdes basais, a proteina Keap1 se encontra no citoplasma em complexo com o
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Nrf2, faciltando dessa maneira a sua ubiquitinagdo e posterior degradagao
proteassébmica. Em condicbées em que ha exposicdo as EROs, a afinidade desse
complexo €& perdida, o que permite uma série de fosforilagbes do Nrf2 e migracéo
deste para o nucleo, onde se liga a regido do DNA denominada de elemento da
resposta antioxidante (ARE). Uma vez formado o complexo Nrf2-ARE, da-se inicio
entdo a transcricdo génica, em que enzimas com atividades antioxidantes s&o
transcritas, como por exemplo a superoxido dismutase (enzima responsavel por
dismutar o radical superoxido em oxigénio molecular ou peroxido de hidrogénio) e a
catalase (enzima que converte peréxido de hidrogénio em monoxido de hidrogénio e
oxigénio molecular (TONELLI et al., 2018; ZHANG et al., 2013).
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Figura 3. Representagao esquematica da ativagao da via Nrf2/Keap1/ARE. Na auséncia de excesso
de EROs, o complexo citosdlico Nrf2-Keap1 é constantemente ubiquitinado pela Cul3, e esse é
degradado pelo proteossomo. Na presenga de EROs, a Keap1 é inativada, o que culmina na liberagao
e migragao do Nrf2 para o nucleo, onde vai promover a transcrigdo génica (Adaptado de TONELLI et
al., 2018).
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O papel da via Nrf2/Keap1/ARE contra o EO esta bem estabelecido. Explorar
seu papel como alvo terapéutico é promissor. Especificamente no sistema nervoso,
diversos estudos mostram a importancia da sua ativacdo em modelos de doencas
neurodegenerativas ou ndo, tais como doenga de Alzheimer, Sindrome de Guillain-
Barré (CUl et al., 2018; HAN et al., 2016).

Assim, como na NPIQ ha alteragcao na producao de EROs e a ativagao da via
Nrf2/Keap1/ARE pode reduzir o potencial deletério destas espécies, € plausivel que a
ativacado desta via seja neuroprotetora. Ainda, o EO esta presente na NPIQ induzida
por diferentes classes de antitumorais, mostrando que embora com mecanismos
citotdxicos distintos, esses farmacos induzem alteragdes celulares comuns, que
desencadeiam juntamente com outros fenbmenos, a neuropatia. Dessa maneira,
investigar essa via na NPIQ é interessante do ponto de vista farmacolégico, devido a
sua potencialidade terapéutica.

Outro fator que reforga essa ideia foi publicado por Ma e colaboradores (2018),
que observaram que embora os estudos nao-clinicos com antioxidantes tenham
resultados promissores, estudos clinicos mostram que a administracdo de agentes
antioxidantes nao foi efetiva no tratamento da NPIQ e atribuem esse fator ao rapido
consumo da atividade antioxidante dos antioxidantes. Dessa maneira, uma alternativa
seria estimular endogenamente a via de sinalizagdo antioxidante, produzindo

neuroprotecao.

1.4. NEUROPROTEGAO

No contexto da NPIQ, neuroprotecido é definida quando a neurotoxicidade é
prevenida, diminuida ou mesmo evitada por algum agente externo. Além de
neuroprotetor, € igualmente importante que esse agente ndo afete a atividade
antitumoral dos antineoplasicos (PARK et al., 2008).

A neuroprotecédo pode ser alcangada com diferentes estratégias, como por
exemplo com o uso de compostos naturais que reduzem o estresse oxidativo.
Azevedo e colaboradores (2013) observaram que os flavonoides (metabdlitos
polifendlicos oriundos do metabolismo secundario de plantas) rutina e quercetina

preveniram o aumento de marcadores de EO na medula espinhal, onde avaliaram a
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peroxidagao lipidica e nitrozilagdo de proteinas induzida pela oxaliplatina. Para isso,
1 mg/kg de oxaliplatina foi administrado via intravenosa em camundongos da linhagem
Swiss duas vezes por semana, e foi observado que o mencionado quimioterapico
induziu peroxidagao lipidica na medula espinhal 14 dias apdés a sua primeira
administragao. Tal efeito foi prevenido pelo pré-tratamento com 50 mg/kg de rutina ou
quercetina, realizado intraperitonealmente 30 minutos antes da administragdo do
derivado de platina. Mediante 0 mesmo esquema terapéutico, a medula espinhal dos
animais foi avaliada apds 4,5 semanas e observou-se que havia reducdo da
nitrosilagdo das proteinas em decorréncia do tratamento com quercetina, verificada
pela técnica de imunohistoquimica. Essas alteracbes foram acompanhadas da
melhora da hiperalgesia térmica e mecanica induzida pela oxaliplatina.

Em estudo recente, foi mostrado que a ativagdo da via Nrf2/Keap1/ARE foi
neuroprotetora em modelo de neuropatia periférica induzida por paclitaxel. Os
pesquisadores observaram que em ratos da linhagem Sprague-Dawley submetidos
ao tratamento com paclitaxel (dose cumulativa 8 mg/kg) havia o desenvolvimento de
alodinia mecanica, que era revertida pelo tratamento com oltipraz, um ativador da via
Nrf2/Keap1/ARE (ZHOU et al., 2020). Aléem disso, a ativagdo desta via mostrou-se
neuroprotetora em modelo de neuropatia periférica in vitro induzida por derivados da
platina e bortezomibe. Em células PC-12 diferenciadas em células neuron-like e
também em cultura primaria de células de GRDs, o dimetil fumarato e seu metabdlito,
o monometil fumarato (moléculas descritas como ativadoras da via Nrf2/Keap1/ARE),
reduziram efeitos neurotdxicos desses quimioterapicos, tais como a inibicdo do
crescimento de neuritos (KAWASHIRI et al., 2018). Efeito alcangado sem que se
alterasse a citotoxicidade tumoral desses agentes. Os autores também observaram
que nas células PC-12, esses agentes aumentaram a ligagado do Nrf2 ao DNA, passo
essencial para o desencadeamento da resposta antioxidante.

Ademais, os quimioterapicos que causam NP induzem a liberagao de citocinas,
e essas por sua vez também sensibilizam nociceptores. Assim, evitar que tal
fendbmeno ocorra pode ser uma estratégia interessante para alcangar neuroprotegao
em relagdo a NPIQ. Uma maneira de mensurar a sensibilizagdo neuronal € através da
quantificagdo da liberagdo do peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP).
Esse € um neuropeptideo de 37 aminoacidos que esta envolvido na nocicepgao, na
patogénese da dor neuropatica e € liberado em uma maior quantidade nos neurénios

peptidérgicos apds estimulos inflamatérios e/ou despolarizantes tais como citocinas e
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KCl (AMARA et al., 1982; HINGTGEN E VASKO, 1994; KELLEY et al.,, 2014;
TOMLINSON et al., 1996; ULLAH et al., 2021; URITS et al., 2020).

No contexto da NPIQ, o envolvimento do CGRP ja é conhecido. Em 1996,
Barajon e colaboradores observaram aumento de 96% da concentracdo desse
neuropeptideo nos GRDs apds tratamento com cisplatina comparado com animais
nao tratados (dose cumulativa de 18 mg/Kg). Além disso, € importante ressaltar que
os efeitos dos quimioterapicos afetam ndo somente a funcionalidade neuronal, aqui
exemplificada com a liberagdo do CGRP, como também altera morfologicamente os
neurdnios que o liberam. Por exemplo, Ko e colaboradores (2014) observaram que o
tratamento com paclitaxel em diferentes doses (dose cumulativa de 2,0, 4,0 ou 8,0
mg/Kg) reduzia a inervagao dos neurdnios imunorreativos para CGRP da pele de ratos
da linhagem Sprangue-Dawley. Esse efeito foi observado apds 7 dias de tratamento
e persistiu até 28 dias depois da finalizagdo do tratamento. Assim, alteracdes na
sintese ou fungdo de neurdnios que contenham esse peptideo podem interferir na
NPIQ e o evitar ou reverter estas alteragdes pode ser uma alternativa importante no
complexo tratamento da NPIQ.

1.5 Eugenia dysenterica DC: POTENCIAL EFEITO NEUROPROTETOR

Segundo o Ministério do Meio Ambiente, o Brasil possui a maior parcela da
biodiversidade mundial, entre 15-20% do total (MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE,
s.d.). Nesse contexto o Cerrado apresenta caracteristicas importantes, considerado
um dos hotspots da biodiversidade global, que sao areas ameacgadas e que possuem
uma alta concentragdo de espécies excepcionalmente endémicas (MYERS, 2000;
STRASSBURG et al.,, 2017). Esse é o segundo maior bioma da América do Sul
(2.036.448 km?), e engloba estados de todas as regides brasileiras e o Distrito Federal:
Norte (Amapa, Amazonas, Rondbnia, Roraima e Tocantins), Nordeste (Bahia,
Maranh&o e Piaui), Sudeste (Minas Gerais e Sdo Paulo), Sul (Parana) e Centro-Oeste
(Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e Distrito Federal - MINISTERIO DO MEIO
AMBIENTE, s.d.).

Devido as suas caracteristicas geograficas, como o potencial aquifero e

extensao territorial, ha um favorecimento do desenvolvimento da sua biodiversidade.
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Essa por sua vez é representada por uma grande quantidade de animais vertebrados
e invertebrados e diversas espécies de plantas, que inclui 11.627 espécies
catalogadas, as quais mais de 4.800 espécies de plantas e vertebrados s&o
endémicas (MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, s.d.; STRASSBURG et al., 2017).
Dessa forma, explorar o potencial farmacologico desse rico bioma pode ser uma
importante ferramenta para o desenvolvimento de novos medicamentos.

Nesse contexto, destacamos a Eugenia dysenterica DC (popularmente
conhecida como Cagaita ou Cagaiteira — figura 4 — A e B), que é uma arvore da familia
Myrtaceae encontrada no Cerrado de diversos estados do Brasil, sdo eles: Bahia,
Distrito Federal, Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Maranhao,
Para, Piaui, So Paulo e Tocantins (SILVA et al., 2015; SILVEIRA et al., 2013). Essa
planta produz um fruto, também chamado de cagaita (figura 4 — C e D), que é
comestivel e possui um importante valor econémico (RODRIGUES et al., 2016;
MARTINOTTO et al., 2008). Isso se deve a polpa desses frutos, que é utilizada para
producdo de diversos produtos tais como licores, sorvete e suco (CARDOSO et al,,
2011). Além do consumo in natura da polpa das frutas, essa planta também possui
valor terapéutico. Na medicina popular brasileira, seus frutos sdo consumidos em
casos de constipagao, ja que eles possuem efeito laxativo (LIMA et al., 2010).

Além disso, diversas outras atividades farmacolégicas ja foram descritas, tais
como do Oleo essencial com atividade antifungica (COSTA et al., 2000) e antidiarreica
(LIMA, et al., 2010; GALHEIGO, et al., 2016), atividade hipotensora do extrato aquoso
das folhas (FIDELIS-DE-OLIVEIRA, et al., 2020). Também, o extrato da E. dysenterica
possui atividade antioxidante in vitro (CLEMENTINO et al., 2016). Desta forma, é
possivel que além atuar diretamente nas EROs (induzindo a sintese de enzimas com
atividade antioxidantes, por exemplo), estes extratos possam ativar a via de
sinalizacdo antioxidante. Cabe ressaltar que produtos naturais com alto teor de
flavonoides sao facilmente encontrados em espécies de plantas nativas de biomas
brasileiros, podendo assim, ser uma fonte de agentes antioxidantes e, portanto,
neuroprotetores (CARVALHO et al., 2017).
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Figura 4. E. dysenterica e seus frutos. A. fotografia da E. dysenterica no periodo do outono. B.
Fotografia da E. dysenterica em seu periodo de floragédo na primavera. C. Fotografia dos frutos maduros
da Cagaita, também conhecidos como cagaita. Os frutos possuem coloragdo amarela com pele
delicada e sabor levemente adocicado D. Cagaita madura em maior detalhe. Todas as fotografias sao
de autoria propria.

Ademais, em estudo colaborativo realizado com o Laboratério de
Farmacologia Experimental da UnB foi observado que esse mesmo extrato possui
acOes anti-inflamatdrias e anti-nociceptivas nos modelos de formalina e carragenina
em ratos da linhagem Wistar (resultados ainda nao publicados).

Baseado nessas premissas, esse trabalho possui a hipotese de que a
neuroprotecdo contra a neurotoxicidade da cisplatina é alcancada pelo tratamento
com extrato aquoso das folhas de E. dysenterica.



2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

34

Investigar o potencial efeito neuroprotetor do extrato aquoso das folhas de E.

dysenterica em modelo in vitro de neuropatia periférica induzida por cisplatina.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar se o extrato aquoso das folhas de E. dysenterica altera a viabilidade

celular da cultura primaria de células de GRDs;

e Investigar se o extrato de E. dysenterica interfere na toxicidade tumoral da

cisplatina;

e Realizar curva concentragao-efeito de cisplatina e do extrato aquoso de folhas

de E. dysenterica na liberagdo de CGRP em cultura primaria de células de

GRDs;

e Investigar se o extrato de E. dysenterica modula a liberagdo de CGRP em

cultura primaria de células de GRDs tratada com cisplatina;

e Realizar curva concentragao-efeito de cisplatina e do extrato aquoso de folhas

de E. dysenterica na liberagdo de IL-13 em cultura primaria de células de

GRDs;

e Realizar curva concentragao-efeito de cisplatina e do extrato aquoso de folhas

de E. dysenterica na liberagdo de EROs em cultura primaria de células de

GRDs e de células PC-12;

e Investigar se o extrato aquoso de folhas de E. dysenterica modula a liberagéao

de EROs em cultura de células PC-12 tratada com cisplatina;

e Investigar o efeito da cisplatina e do extrato aquoso das folhas de E.

dysenterica na expressao génica de SOD-2 e NRF2 em cultura primaria de

células de GRDs;
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Investigar se o extrato aquoso das folhas de E. dysenterica modula a via
Nrf2/Keap1/ARE em cultura primaria de células de GRDs tratada com
cisplatina;

Investigar o efeito da cisplatina e do extrato aquoso de folhas de E.
dysenterica na neuritogénese em células PC-12;

Investigar se o extrato de E. dysenterica modula a neuritogénese alterada pela

cisplatina em cultura de células de PC-12.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1.  ANIMAIS

As culturas primarias de células de GRDs e os subsequentes experimentos,
foram feitos no Brasil e nos Estados Unidos da América (EUA). No Brasil os
experimentos foram realizados com ratos naives da espécie Rattus norvegicus da
linhagem Wistar e nos EUA com a linhagem Sprague-Dawley, todos com peso
compreendido entre 150-250 g. Os animais foram alocados em grupos de 2 - 4 animais
por gaiola nos biotérios da Indiana University School of Medicine e da Faculdade de
Medicina (FM) da Universidade de Brasilia (UnB), com temperatura ambiente
controlada com média de 24°C e umidade ambiente. As gaiolas foram forradas com
materiais absorventes como maravalha ou espiga de milho triturada, que foram
trocadas a cada 2 dias. Ndo houve restricdo alimenticia ou hidrica para os animais, e
esses estavam submetidos ao ciclo-escuro, dividido em 12 horas em ambiente claro
e 12 horas no escuro. Todas as manipulacdes realizadas com os animais foram feitas

no intervalo entre 8 e 16 horas.

3.2. REAGENTES

Os reagentes utilizados nesse trabalho foram obtidos da empresa Sigma
(Sigma-Aldrich, St. Louis, US). Seus numeros de catalogo foram discriminados
imediatamente apds a sua descricdo. Aqueles obtidos de outras empresas, foram
identificados com o nome da companhia e seu respectivo numero de catalogo.

O extrato utilizado nesse trabalho foi gentiimente fornecido pela Dra. Pérola
de Oliveira Magalhdes Dias Batista, professora do Departamento de Farmacia da
UnB.
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3.3. OBTENGAO DO EXTRATO AQUOSO DAS FOLHAS DE E. dysenterica DC

Para a obtencao do extrato de E. dysenterica, foram coletadas folhas da planta
disponiveis no campus Darcy Ribeiro da UnB em junho de 2014, Brasilia, Distrito
Federal. A planta foi identificada pelo Dr. Christopher Fagg e o material testemunho
da espécie (UB 914) depositado no herbario da UnB, Brasilia, DF (GASCA et. al.,
2017). As folhas foram lavadas, secas em estufa a 40°C, pulverizadas e em seguida,
0 po resultante foi separado em tamis com n° 0,01 mesh. A 100 g do material botéanico
resultante, foi adicionado 500 mL de agua destilada a aproximadamente 70°C para
realizar a infusdo. A suspensido foi submetida a filtracdo apds resfriar para a
temperatura de 40°C, e em seguida foi mantida a -30°C onde foi possivel realizar o
processo de liofilizagcdo. O extrato bruto obtido apds esse ultimo processo foi mantido
a -20°C até sua utilizagdo nos ensaios biologicos (GASCA et. al., 2017). Para as
proximas sessoes, o extrato sera referido como extrato de E. dysenterica. Todas as
solugdes de trabalho foram feitas com extrato diluido em DMSO, sendo, portanto, esse
ultimo usado como controle negativo na concentracéo de 0,1%. Todas as aliquotas
do extrato utilizadas nesse trabalho provém de um mesmo lote. O acesso a citada
espécie vegetal foi concedido pelo Sistema Nacional de Gestdo do Patrimdnio
Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen, A215A9A).

3.4. CULTURA PRIMARIA DE CELULAS DOS GANGLIOS DA RAIZES
DORSAIS

As culturas primarias de células de ganglio da raiz dorsal (GRD) foram
realizadas de modo asséptico, onde os GRDs foram removidos de todos os niveis da
coluna vertebral bilateralmente e suas células foram cultivadas de acordo com método
previamente descrito por Burkey et al (2004). Os animais foram anestesiados com
isoflurano (Isoforine® - Laboratérios Cristalia, Sdo Paulo, Brasil) e a eutanasia foi
realizada com diéxido de carbono - CO.. Uma vez verificada visual e manualmente a
auséncia de sinais vitais (parada cardiorrespiratoria), os animais foram decapitados

com o auxilio de uma guilhotina, exanguinados e as colunas vertebrais foram expostas
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e removidas. Musculos e excesso de ossos foram removidos, com o objetivo de
permitir a proxima etapa, a sec¢éo sagital da coluna. Com essa dividida, a medula
espinhal foi removida, os GRDs expostos e, com auxilio de pingas e de estereoscopio
com fonte luminosa, foram removidos de seus respectivos forames e colocados em
solugéo de PUCK’s-salina (livre de Ca?* e Mg?*) adicionado de 250 pg/mL fungizona
(Gibco — Cat. n. 15290-018) a 4°C. As raizes centrais e periféricas dos GRDs foram
removidas com o auxilio de uma lamina de bisturi estéril, objetivando reduzir ao
maximo possiveis debris na cultura celular. Todos os processos foram realizados sob
placa de gelo artificial (4 °C) Em seguida os GRDs foram incubados em colagenase
(Cat. n. C9891) na concentragéo de 0,125% diluida em meio de cultura F12 (Gibco —
Cat. n. 21765037) acrescido de 14 M de bicarbonato de sodio (NaHCO3) com pH de
7,2 a 37°C, com atmosfera de 3% de CO2 em incubadora por 1,5 hora, perfazendo
assim, o processamento enzimatico dos ganglios.

Imediatamente apds esse procedimento, a colagenase foi removida e entado
foi adicionado 3 mL de meio F12 (Gibco) suplementado com 10% de soro de cavalo
inativado por calor (Gibco — Cat. n. 16050114), 2 mM de L-glutamina (Gibco — Cat. n.
25030081), penicilina e estreptomicina (5000 Unidades/mL e 5 mg/mL,
respectivamente. Gibco — Cat. n. 15070-063), 30 ng/mL de fator de crescimento do
nervo (NGF — Cat. n. N0O513) e 100 pg/mL de normocina (Invivogen — Cat. ant-nr-2).
Os GRDs entdo sofreram sucessivas ressuspensodes (20 vezes) com o auxilio de uma
pipeta Pasteur de vidro acoplada a uma péra, objetivando a completa dissociagao
dessas estruturas.

Em seguida, as células ja dissociadas foram distribuidas em placas de 24
pocos pré-tratadas com Poli-d-lisina na concentragao de 100 ug/mL (Cat. n. P0899) e
1 mg/mL de laminina (Cat. n. L2020) com aproximadamente 30.000 células/mL. O
meio de cultura foi trocado 48 horas apds o plagueamento e posteriormente a cada

dois dias até a realizagado dos experimentos.
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3.5. CULTURA DE CELULAS A549

Para a avaliar se o extrato de E. dysenterica interfere no efeito antitumoral da
cisplatina, foram utilizadas células A549 (American Type Culture Collection - ATCC®
CCL-185™), gentilmente doadas pelo Dr. Felipe Saldanha de Araujo, professor do
Departamento de Farmacia da FS-UnB. As células foram mantidas em garrafas de 75
a 150 cm? a 37°C, em atmosfera umidificada contendo 5% de CO2 em meio RPMI
1640 acrescido de, 2 g/L de bicarbonato de sédio, 50000 UI/L de penicilina, 0,86 mM
de estreptomicina, 10% de soro fetal bovino. A cada 2 ou 3 dias 0 meio de cultura foi
trocado e as células foram cultivadas por 3 ou 4 dias. ApdOs esse periodo, as células
foram desaderidas com tripsina 0,5% (Cat. n. T4799 — 37°) e semeadas em placas de
24 ou 96 pocgos para os ensaios subsequentes de viabilidade celular.

3.6. CULTURA DE CELULAS PC-12

Para os ensaios de quantificagdo de neuritos e de estresse oxidativo, foram
utilizadas células PC-12 (American Type Culture Collection - ATCC® CRL -1721™),
As células utilizadas neste trabalho foram adquiridas do banco de células do Rio de
Janeiro e gentilmente doadas pelo Prof. Dr. Antonio Cardozo dos Santos da FCFRP-
USP. Até o ensaio, as células foram mantidas em garrafas de 75 a 150 cm? a 37°C,
em atmosfera umidificada contendo 5% de CO2 em meio RPMI 1640 acrescido de 2,0
mM de L-glutamina, 1,5 g/L de bicarbonato de sodio, 4,5 g/L de glicose, 10,0 mM de
HEPES, 1,0 mM de piruvato de sdédio, 50000 Ul/L de penicilina, 0,86 mM de
estreptomicina, 10% de soro de cavalo inativado por calor e 5% de soro fetal bovino.
A esse meio, a denominagao ‘meio RPMI completo’ foi utilizada. A cada 2 ou 3 dias o
meio de cultura foi trocado e as células foram cultivadas por 3 ou 4 dias. Apds esse
periodo, as células foram desaderidas com tripsina 0,5% e semeadas em placas de

24 pogos.
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3.7.  VIABILIDADE CELULAR PELA EXCLUSAO POR AZUL DE TRIPANO

Para verificar a toxicidade dos extratos na viabilidade celular, foi realizado o
meétodo de exclusao pelo corante azul de tripano. Uma caracteristica desse corante é
a auséncia da capacidade de atravessar membranas celulares integras. Dessa forma,
células com a membrana celular sem dano, isto €, vivas, permanecem incolor ao
serem visualizadas no microscopio, porém, aquelas cuja membrana foi danificada,
serdo permeaveis ao corante e terdo uma tonalidade azul (STROBER, 2001). Para
assegurar a totalidade de células a serem quantificadas para verificagdo da
viabilidade, todas as solug¢des foram reservadas em um tubo cdnico para avaliagao.
Primeiramente, o meio de cultura foi coletado, em seguida 500 uL de PBS 1X (37°C)
foi utilizado para lavar os pogos e também reservado. Apds esse procedimento, foi
adicionado 200 pL de tripsina 0,5% (37°C), e a placa foi incubada a 37°C em
incubadora por 2 minutos. A suspensao foi coletada e os pogos foram novamente
lavados com 500 puL de PBS 1X. Essa ultima solug&o foi adicionada as demais, os
tubos foram centrifugados a 3000 rpm por 3 minutos, o sobrenadante foi descartado
e o pellet foi ressuspendido em 1 mL de PBS. Dessa solugao, foi coletado 10 uL, que
foram diluidos com 10 uL de solugdo de azul de tripano 0,4%. As amostras foram
entdo incubadas por 5 minutos e em microscépio 6ptico, com o auxilio de um
hemocitdmetro, as células foram contadas por um experimentador cego quanto as
variaveis do tratamento. As células presentes nos 4 quadrantes maiores das
extremidades foram contadas e o valor obtido foi dividido por 4, a fim de obter-se a
média amostra. Ao resultado, foram realizados calculos considerando os fatores de
diluicdo e o volume do hemocitdmetro. Para determinacdo da concentragcéo toxica,

foram realizadas curvas concentragao-resposta com pelo menos 3 pontos.

3.8. ENSAIO DE LIBERAGAO DE CGRP

Para avaliar a possivel atividade neuroprotetora dos tratamentos contra os
efeitos neurotdxicos da cisplatina, foi verificada a funcionalidade dos neurbnios por
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intermédio da liberacdo de neuropeptideos. Esse experimento consiste na
quantificacdo do CGRP liberado nas culturas em diferentes condi¢cbes através do
Radioimunoensaio (RIA), como previamente descrito por Park e colaboradores (2014)
e Pittman e colaboradores (2014), com pequenas modificagbes como apresentado a
seguir.

O RIA é uma técnica sensivel que permite mensurar quantidades muito
pequenas de determinado antigeno em uma amostra, nesse caso, uma proteina.

Nesse estudo, é possivel quantificagdo em fentomolar.

3.8.1. Coleta das amostras

O experimento de liberacdo de CGRP foi dividido em 4 etapas no dia 7 em
cultura:
e Etapa 1: Lavagem e coleta das amostras de liberagao basal de CGRP 1,
e FEtapa 2: Coleta das amostras de liberagdo de CGRP apéds estimulo por 10
minutos com capsaicina 30 nM ou KCL;
e Etapa 3: Coleta das amostras de liberacédo basal de CGRP 2;

e FEtapa 4: Coleta das amostras do conteudo total de CGRP.

Na 12 etapa, o meio de cultura, juntamente com os tratamentos foram
aspirados e entdo, os pogos foram lavados com 0,4 mL de tampao HEPES (25 mM
de HEPES, 135 mM de NaCl, 3,5 mM KClI, 2,5 mM de CaCl2, 1 mM de MgCl2, 3,3 mM

de D-glicose e 0,1 % de albumina bovina sérica [Cat. n. 05470], pH 7.,4).
Imediatamente apds a lavagem, a cultura foi incubada a 37°C por 10 minutos com 0,4
mL desse tampdo. O sobrenadante de cada poco foi coletado individualmente e
mantido em temperatura ambiente até a proxima etapa.

A segunda etapa consistiu em incubagdo da cultura a 37°C com 0,4 mL de
tampao HEPES, acrescido de 30 nM de capsaicina ou 50 mM de KCI por 10 minutos.
A capsaicina induz a liberagcdo de CGRP em um subtipo especifico de neurbnios, uma
vez que essa resposta € desencadeada apenas em neurdnios positivos para 0s

Receptores de Potencial Transitorio Vaniléide do tipo 1 (TRPV1) — alvo farmacolégico
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da capsaicina, em que ha a abertura de canais de Ca?*, o que culmina em uma
liberacdo maior de CGRP. Diferentemente da capsaicina, o KCI induz uma resposta
pan-neuronal, onde ha despolarizacdo de todos os neurdnios peptidérgicos. O
sobrenadante de cada poco foi coletado individualmente, diluido 2 vezes e mantido
em temperatura ambiente até a proxima etapa.

Na terceira etapa, as culturas foram incubadas a 37°C com 0,4 mL de HEPES,
sem qualquer estimulo por 10 minutos. Esse passo foi necessario para que a liberagao
basal de CGRP fosse reestabelecida, além de ser necessaria para verificar se o
estimulo anterior ndo foi toxico para as células, o que poderia aumentar a liberagao
do neuropeptideo. O sobrenadante de cada poco foi coletado individualmente e
mantido em temperatura ambiente até a proxima etapa.

A ultima etapa consistiu na incubagéo das culturas a 37 °C com 0,3 mL de
acido cloridrico (HCI) a 0,05 N por 10 minutos. Devido a lise celular hipotbénica
promovida pelo HCI, todo o CGRP remanescente na cultura € liberado no
sobrenadante. Esse por sua vez, foi coletado, diluido 40 vezes e mantido em

temperatura ambiente.

3.8.2. Radioimunoensaio

Os sobrenadantes foram submetidos ao radioimunoensaio para determinagao
da quantidade de CGRP. Assim, foi adicionado a cada amostra 25 uL do anticorpo
anti-CGRP em uma concentragao de 1:5000 (gentiimente cedido pelo Dr. Michael J
ladarola) e 25 uL de I'**CGRP, cuja concentragéo foi de 3000 contagens por minuto
(cpm) e mantidas overnight a 4°C.

Juntamente as amostras, foi confeccionada uma curva-padrdo com
concentracbes conhecidas de CGRP para comparagdo com os resultados das
amostras. Dessa maneira, foram feitos 14 pontos em duplicata com quantidades
crescentes de CGRP (diluidos em tampao HEPES), cujo volume final foi de 0,4 mL,
sendo eles: Total (somente esse ponto da duplicata recebeu apenas 25 uL de
I">CGRP, sem anticorpo), Branco; 0,0 fM; 1,0 fM; 2,5 fM; 5,0 fM, 7,5 fM, 10,0 fM, 25,0
fM, 35,0 fM, 50,0 fM, 75,0 fM, 100,0 fM e 250,0 fM. Como as amostras, a curva-padrao
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também foi adicionado 25 uL do anticorpo anti-CGRP em uma concentragdo de
1:5000 e 25 uL de I'CGRP, cuja concentragdo foi de 3000 cpm. A curva foi

igualmente incubada overnight a 4°C.

3.8.3. Adsorgao com carvao ativado e analise

Usou-se o carvao ativado com o proposito de isolar o complexo 1'>CGRP-
anticorpo anti-CGRP do I'>CGRP livre, presente nas amostras. Assim, o carvio
ativado adsorve o I"**CGRRP livre, que entdo € passivel de separagdo da amostra a
ser analisada. Para isso, adicionou-se a cada amostra e a curva-padrao (excetuando
a duplicata ‘Total’) 500 uL da suspenséo de carvao ativado a 4°C (0,1 M de NaH2POx,
51,3 mM de NaCl, 0,1% de BSA e 1% de carvéo ativado — Cat. n. C4386, pH 7,4).
Essas suspensdes foram centrifugadas a 3000 rpm por 25 minutos a 4°C, com o
auxilio de uma centrifuga refrigerada (Beckmann TJ6 Centrifuge, Califérnia, USA). Os
sobrenadantes foram entdo transferidos para tubos de ensaio novos e entdo as
amostras foram lidas em contador gama (Perkin Elmer — 2470 Wizard 2,
Massachusetts, USA).

A mensuracao do |'2°CGRP foi realizada apds comparagdo com os resultados
obtidos da curva-padrao, e foram representados como % do contetido de I'>CGRP/10

minutos.

3.9. ENZYME-LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY — ELISA

Para avaliar o efeito do extrato de E dysenterica sobre a liberagdo de IL-1p3
nas culturas primarias de células de GRDs, realizamos o ensaio de imunoabsor¢ao
enzimatica (ELISA - do inglés, Enzyme-Linked Immunosorbent Assay). Para isso,
utilizamos o kit Rat IL-1B DuoSet ELISA (R&D systems — Cat n. DY501-05). As
reacoes foram realizadas em microplacas de 96 pocos de poliestireno com volume
total de 0,36 mL, sendo que cada placa continha 12 strips de 8 pogos (Costar, Cat. n.
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2592) que foram adsorvidos com anticorpos de captura para IL-13 em temperatura
ambiente overnight. Para evitar ligagbes inespecificas, os pogos foram ent&o
bloqueados com 300 uL de PBS 1X acrescidos com 1% de BSA por 1 hora em
temperatura ambiente e logo em seguida, com a placa seca, 100 uL de amostra foram
adicionados em cada pocgo, para permitir a ligagdo entre a a IL-1p liberada pelas
células da cultura primaria de GRDs no meio de cultura e o anticorpo. Apos essa
ligacdo, os pocgos foram lavados e incubados por 2 horas em temperatura ambiente
com 100 pL do anticorpo de deteccdo (anticorpo secundario especifico para IL-1p),
que é conjugado a enzima Streptavidin-HRP B. Essa por sua vez, converte seu
substrato (1:1 de uma mistura do Reagente A, H2O., e o Reagente B,
Tetramethylbenzidine) em um composto colorido, que pode ter sua densidade 6ptica
mensurada em espectrofotdmetro de placas. Para essa etapa, foram adicionados 100
uL do supracitado substrato, que ficou ao abrigo da luz em temperatura ambiente. A
leitura da absorbancia das amostras foi entdo realizada com o leitor de placas HT
Multi-Mode Microplate Reader (BioTek Synergy, Vermont, USA) no comprimento de
onda de 450 e 540 nm apds 20 minutos de incubacgdo. Juntamente as amostras, foi
confeccionada uma curva-padrdo com concentragbes conhecidas de IL-1B para
comparagao com os resultados das amostras. Dessa maneira, de acordo com o
manual de instru¢cdes do fabricante, foram feitos 9 pontos em duplicata com
quantidades crescentes dessa citocina, sdo eles: Branco; 0,0 pg/mL 62,5 pg/mL, 125
pg/mL, 250 pg/mL, 500 pg/mL, 1000 pg/mL, 2000 pg/mL e 4000 pg/mL (diluidos em
em PBS 1X acrescido de 1% albumina bovina sérica [BSA, do inglés bovine serum
albumin], pH 7,2). Essa curva-padrao foi utilizada para o calculo das concentragdes
desconhecidas das amostras.

A amostra utilizada foi o sobrenadante do meio de cultura e utilizou-se como
controle negativo dos experimentos uma reagao contendo agua em substituicdo da
amostra e com os demais componentes da reagdo. O comprimento de onda foi
corrigido subtraindo-se a leitura realizada em 450 nm pela realizada em 540 nm, etapa

€ necessaria para excluir imperfeigcdes oriundas da placa de leitura.
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3.10. EXPRESSAO GENICA

Para analisar a expressdo do RNAmM de genes relacionados ao estresse
oxidativo, utilizou-se a técnica da transcricdo reversa seguida pela reagdo em cadeia
da polimerase quantitativa (RT-PCRq). O gene da p-actina foi utilizado como controle
endogeno.

Assim, o RNAm total das culturas de GRDs foi extraido com o reagente TRI
Reagent® de acordo com instru¢gées do fabricante. Primeiramente, cada pogo das
culturas foi lavado 1 vez com tampéo fosfato salina 1X (phosphate buffered saline -
PBS) a 37°C, e posteriormente 1 mL de TRI Reagent® foi adicionado a cada amostra
(1 mL de reagente para cada tratamento) sob banho de gelo 5 minutos, com o objetivo
de extrair a totalidade do material génico e padronizar o tempo de extragao nas células
em cultura. Decorrido os 5 minutos, realizou-se movimentos de ‘up and down’ para
completa lise celular e como consequéncia, a liberagdo do material génico. Uma vez
que as células foram lisadas, para eliminagcdo de possiveis debris presentes na
amostra, foi realizado a homogeneizacédo em vortex e centrifugagéao a 14.000 rotagdes
por minuto (rpm) por 10 minutos a 4°C, sendo o sobrenadante transferido para um
novo tubo.

Com a amostra livre de debris, para isolar a fase aquosa do reagente que
contera o RNA total (RNAt), a amostra foi adicionado 200 pL de cloroférmio, onde
procedeu-se a homogeneizagao e centrifugagcado a 14.000 rpm por 15 minutos a 4°C.
Em decorréncia desses processos, a amostra acrescida de cloroférmio foi separada
em 3 fases: a fase organica (fase inferior onde estdo contidas as proteinas); a fase
intermediaria (contém o DNA); e por fim, a fase de interesse, a aquosa (fase incolor
superior que contém RNALt). Essa ultima foi isolada, foram adicionados 500 uL de
isopropanol, para que, apds a homogeneizagdo em vortex seguida de incubacéo da
amostra a temperatura ambiente por 10 minutos e centrifugagdo a 14.000 rpm por 1
minuto a 4°C, o RNAt fosse precipitado, obtendo-se assim um pellet. Nesse foi
adicionado 1 mL de etanol na concentragédo de 75% para lavagem do RNAt. Para isto,
o pellet, imerso no etanol 75%, foi homogeneizado e novamente centrifugado (9.000
rpom por 5 minutos a 4°C). Apds essa ultima centrifugagéao, o etanol foi descartado e o

pellet resultante foi seco e diluido em 15 uL de agua livre de ribonuclease (RNAse).
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Posteriormente, a concentracdo de RNAm foi determinada por intermédio de
espectrofotometria (NanoVue Plus — GE Health, Life Sciences, Buckinhamshire, UK).
Essa analise também permite avaliar a pureza das amostras, pois apenas aquelas
consideradas puras (livre de DNA e proteinas) foram utilizadas nesse estudo. Para
tanto, amostras puras foram aquelas cuja razdo da absorbancia do comprimento de
onda de 260 nm pelo comprimento de onda de 280 nm foi = 1,7.

Para assegurar que as amostras estivessem livres de DNA, o que poderia ser
um eventual interferente nas analises subsequentes da RT-PCRq, foi realizado o
tratamento com a enzima desoxirribonuclease | (DNase 1), uma endonuclease
extraida de pancreas bovino. Esse tratamento foi realizado utilizando-se o kit DNase
— AMPD1, conforme recomendacgdes do fabricante. Das amostras foi tratado 1 ug de
RNAt com 1 unidade/uL de DNase 1 em um volume final de 10 uL a temperatura
ambiente por 15 minutos. Decorrido esse tempo, acrescentou-se a amostra 1 uL de
tampéo de inativagao (Stop solution), que continha acido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA - 50 mM, pH 8,0), necessario para inativagdo da enzima, uma vez que realiza
quelacdo do calcio e o magnésio, cofatores da enzima. Apds a inativagao quimica da
DNase, foi realizada a inativagao fisica da enzima, onde as amostras foram mantidas
em termociclador a 70°C por 10 minutos (Bio-rad, Hercules, EUA), para desnaturar a
enzima.

As amostras de RNA foram armazenadas em freezer a -80°C até sua
utilizagdo na RT-PCRq em tempo real.

3.10.1. Obtencao dos primers

As sequéncias de acidos nucleicos utilizadas como iniciadoras para os genes
da B-actina, SOD-2 e NRF2, aqui denominadas primers, foram obtidas da literatura.
Como critério para a escolha dos primers foram obedecidas as seguintes condigdes:
porcentagem de guanosina e citosina (GC), tamanho do amplicon (produto
amplificado), tamanho do primer, temperatura de anelamento in silico. Assim, os
primers deveriam conter entre 30% e 60% de GC, gerar um amplicon de até 200 pares

de base (pb), possuir de 18 a 23 pb e a temperatura de anelamento em torno de 60°C.
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Para verificar a especificidade dos primers e o tamanho do amplicon
esperado, a ferramenta BLAST do banco de dados do National Center for
Biotechnology Information (NCBI) foi utilizada.

As sequéncias de primers foram adquiridas da empresa Integrated DNA
Technologies (IDT, Coralville, US), sédo elas: SOD-2 forward: 5 GCC TGC ACT GAA
GTT CAA TGG 3’, SOD-2 reverse: 5 CCC AAA GTC ACG CTT GAT AGC ¥
(amplicon: 124 pb - HUANG et al., 2014); NRF2 forward: 5 GAC CTA AAG CAC AGC
CAA CAC AT 3, NRF2 reverse: 5 CTC AAT CGG CTT GAA TGT TTG TC ¥
(amplicon: 181 pb - CHEN et al., 2016) e B-actina forward: 5 AGG GAA ATC GTG
CGT GAC AT 3, reverse: 5 GAA CCG CTC ATT GCC GAT AG 3’ (amplicon: 150 pb
- Ll et al., 2016).

3.10.2. Validagao dos primers

Para determinar as melhores condigdes necessarias para a amplificacdo dos
genes de interesse, os primers de SOD-2 e NRF2 foram previamente validados. Esse
procedimento permite verificar a eficiéncia de amplificacdo. O primer que amplifica o
gene da B-actina foi validado em trabalhos anteriores do nosso grupo de pesquisa.

Para esse estudo, primers que possuiram eficiéncia entre 90 e 110% (100% +
10), com valor de inclinagdo da curva-padréao préximo a -3,32 (-3,32 + 0,2) e com
coeficiente de determinagao (r?) maiores do que 0,95 foram considerados aptos para
o uso. Assim, foi confeccionada uma curva de diluicdo seriada com 5 pontos e fator
de diluicdo de 5 (curva-padrao), cuja concentragao inicial foi de 20 ng de RNAt seguido
dos pontos 4,0 ng, 0,8 ng, 0,16 ng e 0,032 ng de RNAt. Todos os pontos foram diluidos
em 4,5 uL de agua livre de RNase. As validagcdes dos primers foram realizadas com
a concentragédo de 10 uM de cada par de primer.

As reacdes da curva -padréo foram realizadas em ftriplicata, e a mensuragao
dos valores foi realizada no equipamento Applied Biosystems StepOnePlusTM Real-
Time PCR Systems modelo AB7500 (Applied Biosystems, Foster City, EUA). Os

dados obtidos foram analisados no programa Software StepOne versao 2.1.
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Além desses dados, a especificidade e a auséncia da formacao de dimeros
de cada par de primerforam avaliadas. Para isso, uma curva de dissociacdo, chamada
de curva de melting, foi confeccionada. As amostras foram aquecidas a 60°C e
submetidas a aumentos graduais de temperatura (acréscimos de 0,3°C) até 95°C. A
medida que a temperatura aumenta, a fluorescéncia da reacédo decresce. O ponto
correspondente ao decaimento mais acelerado do sinal de fluorescéncia é
denominado de temperatura de dissociagc&o (melting temperature - Tm) e determina o
momento em que o amplicon apresenta-se 50% em fita dupla e 50% em fita simples.
A Tm é especifica para cada sequéncia de DNA amplificada, assim, espera-se que
apenas um pico de decaimento seja detectado para cada par de primers utilizado. Os
dados obtidos foram analisados em um grafico da razdo entre a derivada da
fluorescéncia e a derivada da temperatura (dF/dT) em relagdo a temperatura, obtido
pelo proprio programa.

3.10.3. Analise da expressao Génica por RT-PCRq

A transcricdo reversa (RT) e a amplificagdo por PCR quantitativa (PCRq)
foram realizadas em um unico passo utilizando-se o kit Power SYBR® Green RNA-to-
CT 1- Step (Applied Biosystems, Foster City, EUA), conforme instrugdes do fabricante.
Nesse método, a amplificacdo do gene de interesse € mensurada pela quantidade de
luz emitida pelo corante SYBR® Green [, fluoré6foro com capacidade de intercalar-se
a fitas duplas de DNA, e emitir fluorescéncia. Uma vez que ha aumento do produto
formado, ha maior intercalacé&o do corante, e consequentemente maior quantidade de
luz emitida. O sinal luminoso € lido e traduzido em forma numérica, representado pelo
cicle threshold (Ct — Ciclo limiar, em tradugéo livre), que corresponde ao numero de
ciclos necessarios para que a amplificacao se torne exponencial.

As reacdes de amplificacdo foram realizadas em placas MicroAmp® de 96
pocos, livres de DNA, RNA e RNase, com volume de 0,1 mL. Para isso, cada reagao
possuia volume final de 10 uL e nesses continha 0,08 pL de Mix da enzima RT (125x),
5 uL de Mix Power SYBR® Green RT-PCR (2X), 0,2 uL (200 nM) de cada primer

(concentragao inicial de 10 uM) e 10 ng de RNA. O volume foi completado com agua
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livre de RNase, como pode ser observado no quadro abaixo (quadro 1). Utilizou-se
como controle negativo dos experimentos uma reagao contendo agua em substituicdo

da amostra.

Quadro 1 — Reagentes utilizados por reagao nos experimentos de RT-PCRq

Reagente Volume
Mix Power SYBR® Green RT-PCR (2X) 5,00 pL
Forward primer (100 uM) 0,20 pL
Reverse primer (100 uM) 0,20 pL
Mix da Enzima Transcriptase Reversa (125X) 0,08 uL
RNAm (10 ng) 4,50 pL
Agua livre de RNase 0,02 pL
Volume Final 10,00 pL

Todos os ensaios génicos foram realizados no equipamento StepOnePlus
modelo AB7500 e os dados obtidos foram obtidos pelo programa Software StepOne
versao 2.1. Os valores de Ct obtidos dos genes de interesse foram normalizados em
funcdo da expresséo de B-actina, o controle endégeno das amostras. Para isso, os Ct
dos genes alvos foram subtraidos do Ct da B-actina, o ACt. A expressao relativa dos
genes foi realizada utilizando o método de comparagdo do Ct ou AACt. Assim, a
expressao relativa do gene correspondera ao valor obtido pela férmula aritmética 2
AACt onde AACt = ACt amostras - ACt calibrador, sendo o calibrador a amostra tratada
com veiculo (LIVAK E SCHMITTGEN, 2001).

3.11. QUANTIFICAGCAO DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO - EROs

Para verificar a presenca e quantificar as EROs apds os tratamentos com
cisplatina e extrato de E. dysenterica, utilizamos duas técnicas de mensuragao: 1-
ressonancia eletrobnica paramagneética (do inglés, electron paramagnetic resonance —
EPR); 2- fluorimetria.
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3.11.1. Mensuragao de EROs por EPR

Essa é uma técnica baseada na absorgédo de radiagdo eletromagnética, por
uma amostra paramagnética, isto é, aquela que possui capacidade de alinhar seus
elétrons apds a submissdo de um campo magnético. Essas absor¢des acontecem
apenas em combinagdes de frequéncias e campo magnético muito bem definidas, que
dependem da espécie paramagnética e suas caracteristicas (HAWKINS E DAVIES,
2014). Uma vez que essa técnica espectroscopica permite verificar de maneira muito
sensivel a inversdo de spin de elétrons desemparelhados, EROs s&o passiveis de
serem quantificados. Embora detectaveis, a inversdo de spin de moléculas como o
anion superdéxido € bastante rapida e mecanismos celulares de controle do estresse
oxidativo se mostram uma barreira no uso da técnica. Dessa forma, € necessario
recorrer a marcadores de spin (spin probe) para essa detec¢cao de EROs em sistemas
biolégicos, como o 1-hidroxi-3-metoxicarbonil-2,2,5,5- tetrametilpirrolidina (CMH),
utilizado nesse estudo.

As demais solucgdes utilizadas nesse estudo foram preparadas imediatamente
antes dos experimentos, em tamp&o Krebs-HEPES (Cat. KHB - NOX-7,6, Noxygen,
Elzach, Alemanha), dissolvido em agua bidestilada. O CMH (spin probe) foi preparado
na concentracdo de 10 mM dissolvido em KHB contendo 25 mM de deferoxamina, um
quelante de ferro (Cat. DF - NOX-9, Noxygen) e 5 mM trihidrato de dietilditiocarbamato
de sddio (Cat. DETC - NOX-10, Noxygen), quelante de cobre. As solu¢des foram
mantidas a 4° C durante o decorrer dos experimentos.

Para a quantificacdo de EROs das culturas primarias de GRDs, as amostras
foram coletadas de duas maneiras:

e Amostras coletadas em meio de cultura: 20 minutos antes de completar o
tempo total dos tratamentos, foi adicionado 400 uM de CMH no meio de cultura
e, apos esse periodo, os sobrenadantes foram coletados e imediatamente
congelados a 77K (equivalente a -196°C) em nitrogénio liquido;

e Amostras coletadas em tampao Krebs-HEPES: 1 hora antes de completar o
tratamento, o sobrenadante foi removido e as culturas foi adicionado tampéo
Krebs-HEPES por 1 hora com os respectivos tratamentos. 20 minutos antes de

completar o tempo total dos tratamentos, foi adicionado 400 uM de CMH no
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tampdo, apos esse periodo, os sobrenadantes foram coletados e
imediatamente congelados a -196°C em nitrogénio liquido.
Todas as amostras foram armazenadas a -80°C até que as medidas em EPR
fossem realizadas.
As amostras congeladas foram transferidas para tanque de nitrogénio liquido.
Todas as medidas de EPR foram realizadas a temperatura de nitrogénio liquido (77
K, equivalente a -196°C) em um espectrdbmetro EMX plus, (Bruker, Billerica,
Alemanha), utilizando a banda X (9,35 GHz), poténcia 2 mW e campo de modulagéo
de 200 Gauss, constante de tempo de 10 ms, tempo de varredura de 600 G e 5
varreduras adicionados em conjunto para cada medigdo. Os parametros e a analise
dos dados foram baseados em metodologia padronizada e adaptados de acordo com
as necessidades do nosso estudo (SANTOS et. al., 2018; MELLO et. al., 2022).
Todos os ensaios dessa quantificacdo de EROs foram conduzidos no
Laboratério de Ressonancia Paramagnética Eletronica do Instituto de Fisica da
Universidade de Brasilia.

3.11.2. Mensuragao de EROs por fluorimetria

A segunda técnica de quantificagdo de EROs utilizada nesse trabalho se
baseia na florescéncia do produto do 2',7' diacetato de diclorofluoresceina (DCFH-
DA). Uma vez em meio intracelular, esse reagente sofre desesterificagcéo e tal produto
emite fluorescéncia apds oxidagao, passivel de quantificacdo em fluorimetro. Para
realizar essa quantificagdo seguimos protocolo de Wang e Joseph (1999) com
pequenas modificagdes. Utilizamos células PC-12 diferenciadas como modelo de
neurotoxicidade. Assim, em cada po¢o de uma placa de 24 pogos pré-tratada com
poli-L-lisina (PLL — Cat. n. 1274) foram semeadas 200.000 células PC-12 em meio
RPMI completo. Apos 24 horas, o meio RPMI foi substituido pelo meio de
diferenciagdo (MD) em que as células ficaram incubadas por mais 24 horas. Meio de
diferenciagao consiste em meio F12 (Gibco) suplementado com 1% de soro de cavalo
inativado por calor, 1,0 mM de Piruvato de sodio, 50 yM/mL de penicilina e
estreptomicina e 100 ng/mL de NGF. Passado esse periodo, as células foram tratadas
em MD com extrato de E. dysenterica por 23,5 horas, lavadas com PBS1X e
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incubadas por 30 minutos com 100 uM de DCFH-DA a 37°C em atmosfera umida de
5% de CO2. Apos remover o reagente, as ceélulas foram incubadas com o extrato de
E. dysenterica e cisplatina por mais 1 hora em PBS 1X, para que evitasse a leitura de
fluorescéncia emitida por componentes potencialmente fluorescentes presente nos
meios de cultura. Em seguida, a fluorescéncia emitida foi entdo quantificada em leitor
de placas HT Multi-Mode Microplate Reader (BioTek Synergy) onde a emisséao foi feita
no comprimento de onda de 485 nm e a leitura em 535 nm. Assim, a quantidade EROs

corresponde a fluorescéncia emitida.

3.12. DIFERENCIACAO CELULAR E ANALISE DE NEURITOS

Para avaliar a neurotoxicidade por meio da quantificacdo de neuritos, células
PC-12 foram primeiramente diferenciadas em células neuron-like utilizando meio de
diferenciagao por 24 horas.

O plaqueamento foi feito em placas de 24 pogos (200 mil células por pogo)
em meio RPMI 1640 por 24 horas em placas previamente tratadas com colageno IV
(Cat. n. C5533) para que ocorra a adesao das células a serem diferenciadas. Apés
esse periodo, as células foram diferenciadas por 24 horas e foram consideradas
diferenciadas células que apresentaram pelo menos um neurito com comprimento
igual ou maior que o didmetro do corpo celular. Foram fotografados de 2 a 4 campos
de visao/poco diferentes 24 horas apds os tratamentos com cisplatina e extrato de E.
dysenterica. Tais imagens foram obtidas em microscépio de contraste de fase
invertida (aumento de 400x) e as analises morfologicas foram feitas de forma cega
quanto as variaveis. A quantificagcéo foi realizada usando o software de imagem Image
J®.

3.13. CONSIDERAGCOES ETICAS

Todos os procedimentos realizados neste trabalho estdo de acordo com as
recomendagdes do Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal
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(CONCEA), seguindo a Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizagcdo de Animais
para fins Cientificos e Didaticos (MINISTERIO DA CIENCIA, TECNOLOGIA E
INFORMACAO, 2013a).

Todos os procedimentos envolvendo animais foram aprovados pela Comissao
de Etica de Uso de Animais da Universidade de Brasilia, Brasil (Protocolo nimero
51793/2014 e 23106.106926/2021-68 — anexo 1), de acordo com o ARRIVE Guideline
(KILKENNY et al., 2010). Nos EUA, o estudo foi aprovado pelo Animal Care and Use
Committee da Indiana University School of Medicine, Indianapolis (protocolo numero
20098).

As Diretrizes da Pratica de Eutanasia do CONCEA foram utilizadas como
referéncia para a eutanasia dos animais utilizados nesse estudo (MINISTERIO DA
CIENCIA, TECNOLOGIA E INFORMACAO, 2013b).

3.14. ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados, bem como suas distribuigbes, foram analisados pelo
software Graphpad PRISM verséo 8 (GraphPad Software para Mac, San Diego, CA).
Nos ensaios cujas distribuicbes dos valores das amostras foram paramétricas, os
resultados foram apresentados como média do n + erro padrdo da média (standard
error of the mean - SEM). Diferengas das médias entre os grupos foram analisadas
pela analise de variancia (ANOVA), seguidos de poés teste de Dunn ou teste de
multiplas comparagdes de Turkey, quando aplicavel. Os resultados daqueles ensaios
cujos dados possuiam distribuicbes dos valores nao-paramétricos foram
apresentados como média do n + range. Valores de p<0,05 foram considerados
significantes. Os ensaios aqui apresentados foram realizados com pelo menos 2
experimentos independentes, sendo estes, culturas celulares realizadas em dias
diferentes proveniente de animais diferentes ou placas distintas de cultura células

neuron-likae ou A549, sendo cada experimento independente considerado um “n

experimental.
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4. RESULTADOS

4.1. O EXTRATO DE E. dysenterica NAO ALTERA A VIABILIDADE CELULAR EM
CULTURAS PRIMARIAS DE CELULAS DE GRDs

De acordo com a ISO 10993-5 Biological evaluation of medical devices — Part
5: Tests for in vitro cytotoxicity de 2009, pode-se considerar um composto citotoxico
quando esse reduz a viabilidade celular em no minimo 30%. Assim, para verificar a
citotoxicidade do extrato de E. dysenterica e cisplatina, realizamos uma curva de
concentragdo-efeito nas culturas primarias de células de GRDs e avaliamos a
viabilidade dessas células. As células foram cultivadas por 7 dias e no 6° receberam
o tratamento com o extrato ou a cisplatina por 24 horas, como pode ser observado no
esquema abaixo (figura 5 — A). Observamos que o tratamento em todas as
concentragdes testadas do extrato (3 e 30 e 300 ug/mL) ou da cisplatina (3, 10 e 30
uM) néo induziram redugdo maior do que 30% da viabilidade celular (figura 5 — B e
C). Nos experimentos com cisplatina o o controle negativo foi feito com agua destilada
e aqueles com E. dysenterica, o controle negativo foi 0,1% de DMSO.

Dia

I
m .- O

Procedimento PP
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Figura 5. Viabilidade celular da cultura primaria de células de GRDs tratada com extrato de E.
dysenterica. A. Representacao esquematica do desenho experimental para os ensaios de viabilidade
celular. PP: preparo da placa de cultura, E: Eutanasia do animal, coleta, processamento e
plaqueamento das células, TM: troca do meio de cultura, TTO: tratamento (s) e CL: coleta das amostras.
B. As células foram tratadas no 6° dia de cultura por 24 horas com concentragdes crescentes do extrato
de E. dysenterica (3, 30 e 300 png/mL) e a viabilidade foi avaliada por intermédio da exclusdo com azul
de tripano. C. As células foram tratadas no 6° dia de cultura por 24 horas com concentragdes crescentes
de cisplatina (3, 10 e 30 uM) e a viabilidade foi avaliada por intermédio do método de exclusao por azul
de tripano. Os dados foram expressos como média £ SEM, n = 3-4 em cada grupo, n.s.: ndo significante.

4.2. O EXTRATO DE E. dysenterica NAO ALTERA O EFEITO ANTITUMORAL DA
CISPLATINA EM CELULAS A549

Uma vez que verificamos que o extrato de E. dysenterica n&o é considerado
citotoxico nas culturas primarias de células de GRDs nas concentragdes testadas,
verificamos se o tratamento com o mesmo extrato modularia o efeito antitumoral da
cisplatina. Assim, primeiramente realizamos uma curva concentragéo-efeito de
cisplatina nas culturas de células A549 (linhagem celular de carcinoma epitelial) para
determinar a concentragdo capaz de reduzir a viabilidade celular em mais de 30%.
Como pode ser observado na figura 6 - A, o tratamento com cisplatina por 24 horas
nas menores concentragdes (3 e 30 uM) nado induziu redugéo na viabilidade celular,
entretanto, nas maiores concentragdes testadas (100 e 300 uM) houve reducdo de
viabilidade em 33,3 e 39,6%, respectivamente. Uma vez estabelecidas concentracbes
citotoxicas da cisplatina, o proximo passo foi investigar se o extrato também possuia
atividade antitumoral, dessa forma, uma curva concentracédo-efeito do extrato de E.
dysenterica foi confeccionada (figura 6 — B). Observamos uma redugao de 23,1% na

viabilidade celular na maior concentragao testada (300 ug/mL). Com todas as curvas
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concentracao-efeito realizadas, realizamos um cotratamento com o antitumoral e o
extrato. Assim, fizemos um pré-tratamento com 30 pug/mL do extrato por 30 minutos
nas culturas de células A549 e logo em seguida, adicionamos 30 e 100 uM de
cisplatina e apos 24 horas realizamos o ensaio de viabilidade celular. Observamos
que a presenga do extrato n&o alterou a atividade antitumoral da cisplatina nessas
células, como pode ser observado na figura 6 — C.
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Figura 6. O extrato de E. dysenterica nao altera a atividade antitumoral da cisplatina em cultura
de células A549. Células A549 foram plagqueadas em placas de 24 pogos e apos 24 horas, foram
tratadas com cisplatina, extrato de E. dysenterica e/ou a combinagdo de ambos os tratamentos e a
viabilidade foi avaliada por intermédio do método de exclusdo por azul de tripano. A. Curva
concentragao-efeito de cisplatina (3, 30, 100 e 300 uM) em células A549 tratadas por 24 horas. B.
Curva concentragao-efeito de extrato de E. dysenterica (3, 30, 100 e 300 ug/mL) em células A549
tratadas por 24,5 horas. C. Cotratamento com cisplatina (30 e 100 uM) e extrato de E. dysenterica (30
mg/mL) realizado por 24 horas em células A594. Os dados foram expressos como média + SEM, n =
3-4 em cada grupo, *p<0,05 vs controle, n.s.: ndo significante.
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4.3. A CISPLATINA POSSUI EFEITO DUAL SOBRE A LIBERAGCAO DE CGRP EM
CULTURA PRIMARIA DE CELULAS DE GRDs

Para avaliar alteragdes funcionais em neurdnios periféricos apdos o tratamento
com cisplatina, foi realizado ensaio de liberacdo de CGRP. Para isso, no 6° dia de
cultura, as culturas de primarias de células de GRDs foram tratadas por 24 horas com
cisplatina nas seguintes concentragdes: 1, 3, 10, 30 e 100 uM (figura 7 — A). O grupo
controle foi feito com agua destilada, diluente da cisplatina.

Usamos como estimulo para esse experimento a capsaicina na concentragao
de 30 nM. Dessa forma, os neurbnios em cultura foram despolarizados devido a
abertura de canais de cations por agonismo dos receptores TRPV1. Como
consequéncia desta despolarizagdo, ha liberacdo de CGRP, quantificado aqui por
RIA.

Em todos os resultados mostrados a seguir as barras cinza-claros representam
a quantidade basal de CGRP liberada nas culturas primarias de células de GRDs sem
estimulo, as barras pretas representam a quantidade de CGRP liberada apés o
estimulo com 30 nM de capsaicina e as barras cinza-escuros representam a
quantidade basal de CGRP liberada sem estimulo e ap6s a exposicdo do agente
despolarizador, assegurando a viabilidade celular.

Na figura 6 - A, observamos que a exposigao a capsaicina induziu liberagéao de
CGRP em todos os tratamentos realizados, indicando a responsividade das células
ao estimulo despolarizante. Observa-se também que nao houve alteragdo na
liberacdo de CGRP apds o tratamento com cisplatina nas menores concentragdes
utilizadas (1, 3 e 10 uM). Entretanto, podemos observar uma resposta modulatoria
dual nas duas maiores concentracdes testadas (30 e 100 uM), em que a cisplatina
induziu aumento da resposta a capsaicina em 53,9%, enquanto o tratamento com 100
uM induziu diminuigdo da resposta a capsaicina (71,6%). ApOos a exposigdo a
capsaicina, a liberagdo de CGRP retornou aos niveis basais e a cisplatina ndo alterou
esta resposta, indicando que n&o houve alteracdo permanente da fungao neuronal.

Na figura 7 - B, observarmos os efeitos modulatorios da cisplatina em relagao
ao conteudo total de CGRP. Realizar esse experimento é importante para explicar

potenciais efeitos de farmacos na sintese de neuropeptideos, uma vez que a sintese
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e a liberacdo de neuropeptidios sado eventos distintos. Observamos que, assim como
no experimento de liberacdo de CGRP, as menores concentracdes testadas nao
induziram alteragdo nos niveis totais de CGRP, porém, 30 uM de cisplatina induz
diminuicdo da quantidade total de CGRP em 44,8%, assim como o tratamento com
100 uM, que reduz a quantidade de CGRP total em 71,8%.
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Figura 7: Cisplatina induz resposta dual na liberagao de CGRP em cultura primaria de células de
GRDs estimulada com capsaicina. A. As culturas primarias de células de GRDs foram tratadas por
24 horas com 1, 3, 10, 30 e 100 uM de cisplatina. Cada coluna representa a média + SEM dos valores
basais de CGRP liberado (colunas cinza-claros), estimulados (colunas pretas), basais pds-estimulo
(colunas cinza-escuros) quantificado por RIA. B. Conteudo total de CGRP das culturas tratadas com 1,
3, 10, 30 e 100 uM de cisplatina por 24 horas. Os dados foram expressos como média + SEM, n = 3
em cada grupo, *p<0,05 vs controle, n.s.: ndo significante.

4.4. O EXTRATO DE E. dysenterica INDUZ DIMINUIGAO DA LIBERACAO DE
CGRP EM CULTURA PRIMARIA DE CELULAS DE GRDs

Para avaliar o potencial efeito neuroprotetor do extrato de E. dysenterica na
toxicidade induzida por cisplatina, primeiro investigamos quais os efeitos do extrato
na funcionalidade neuronal, através da liberacdo de CGRP. Assim, no 6° dia de
cultura, as células foram tratadas por 24 horas com extrato de E. dysenterica nas
concentragdes de 0,3, 3, 30 e 300 uM (figura 8 — A). O extrato foi diluido em DMSO
(0,1%), sendo esse, portanto, um dos controles do experimento. Como mostrado na
figura 8 — B, as células foram responsiveis ao estimulo despolarizante (capsaicina) e
nenhum dos tratamentos induziu diferencas nas respostas basais. Observa-se que o

diluente ndo alterou a resposta a capsacina, bem como com as concentragdes de 0,3
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e 3,0 ug/mL do extrato de E. dysenterica. Entretanto, podemos observar uma redugéo
de 37,6% na liberagdo de CGRP quando as células foram tratadas com 30 ug/mL, e
interessantemente, a maior concentragdo testada nao induziu alteragéo
estatisticamente significante. Os niveis de CGRP totais ndo foram alterados nos

tratamentos testados (figura 8 — C)
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Figura 8: O extrato de E. dysenterica reduz a liberagdo de CGRP sem alterar sua quantidade total
em cultura primaria de células de GRDs estimulada com capsaicina. A. As culturas primarias de
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células de GRDs foram tratadas por 24 horas com 0,3, 3, 30 e 100 pg/mL do extrato de E. dysenterica
e 0 CGRP liberado pelos neurdnios sensoriais foi quantificado por RIA. Cada coluna representa a média
+ SEM dos valores basais de CGRP liberado (colunas cinza-claros), estimulados (colunas pretas),
basais pds-estimulo (colunas cinza-escuros). B. Conteudo total de CGRP das culturas tratadas com
0,3, 3, 30 e 100 pug/MI do extrato de E. dysenterica por 24 horas. Os dados foram expressos como
média + SEM, n = 3 em cada grupo, *p<0,05 vs controle, n.s.: ndo significante. O grupo controle desse
experimento foi feito apenas com o meio de cultura F12.

Para avaliar se a resposta observada € uma resposta de todos os neurdnios
que possuem CGRP ou especifica a subpopulagcdo de neurdnios TRPV1 positivos,
realizamos o mesmo tratamento com extrato, estimulamos os neurénios com 50 mM
de KCI e avaliamos a liberacdo de CGRP. O KCI nessa concentragdo induz
despolarizacdo de todos os neurbnios, sendo, portanto, um estimulo pan-neuronal.
Dessa maneira, as células foram tratadas com o extrato no 6° dia de cultura do mesmo
modo que o experimento anterior (figura 9 — A).

Como mostrado na figura 8 — A, as células foram responsiveis ao KCI (barras
pretas) e nenhum dos tratamentos induziu diferengas nas respostas basais. Observa-
se também que somente a maior concentracdo do extrato (100 pug/mL) reduziu a
liberacdo de CGRP pelos neurdnios apés o estimulo com KCI. A quantidade de CGRP
liberada foi reduzida em 36,0%. O tratamento com o extrato também nao induziu
alteracdo nas conteudo total de CGRP (figura 9 — B).
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Figura 9: O extrato de E. dysenterica reduz a liberagdo de CGRP sem alterar sua quantidade total
em cultura primaria de células de GRDs estimulada com KCI. A. As culturas primarias de células
de GRDs foram tratadas por 24 horas com 0,1% de DMSO ou 0,3, 3, 30 e 100 pg/mL do extrato de E.
dysenterica € o CGRP liberado pelos neurdnios sensoriais foi quantificado por RIA. Cada coluna
representa a média £+ SEM dos valores de CGRP liberado em condigbes basais (colunas cinza-claros),
estimulados (colunas pretas), basais pds-estimulo (colunas cinza-escuros). B. Conteudo total de CGRP
das culturas tratadas com 0,3, 3, 30 e 100 pg/mL do extrato de E. dysenterica por 24 horas. Os dados
foram expressos como média £+ SEM, n = 3 em cada grupo, n.s.: ndo significante. O grupo controle
desse experimento foi feito apenas com o meio de cultura F12.
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4.5. O EXTRATO DE E. dysenterica PREVINE OS EFEITOS NEUROTOXICOS DA
CISPLATINA SOBRE A LIBERAGAO DE CGRP EM CULTURA PRIMARIA DE
CELULAS DE GRDs E ESTE EFEITO E DEPENDENTE DE TEMPO

Uma vez definida a concentragédo do extrato de E. dysenterica a ser utilizada,
realizamos um experimento piloto com a finalidade de avaliar se o potencial efeito
protetor do extrato em relacdo a toxidade do quimioterapico era tempo-dependente.
Assim, fizemos uma curva concentragao-efeito com o extrato e a cisplatina. Para isso,
culturas primarias de células de GRDs foram tratadas com 30 pug/mL do extrato de E.
dysenterica por 24 horas antes de acrescentar o tratamento de 30 uM de cisplatina,
que também compreendia 24 horas, como demonstrado na figura 10 — A. Observamos
que embora as células tenham respondido ao estimulo despolarizante, a cisplatina
nao alterou a resposta a capsaicina (i.e aumentar a liberagdo de CGRP) como nos
experimentos anteriores, o que inviabilizou a analise desse experimento (figura 10 —
B).
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Figura 10. Determinagao da liberagao de CGRP induzida pelo pré-tratamento com extrato de E.
dysenterica seguido do tratamento com cisplatina em cultura primaria de GRDs estimulada com
capsaicina. A. Representacdo esquematica do desenho experimental para os experimentos de
liberagdo de CGRP. PP: preparo da placa de cultura, E: Eutanasia do animal, coleta, processamento e
plaqueamento das células, TM: troca do meio de cultura, TTO — Ext: pré-tratamento com o extrato, TTO
— Cis: Tratamento com cisplatina + Extrato e CL: coleta das amostras. B. As culturas primarias de
células de GRDs foram previamente tratadas com 30 ug/mL do extrato de E. dysenterica por 24 horas
e posteriormente receberem o tratamento com 30 uM de cisplatina. O CGRP liberado pelos neurdnios
sensoriais foi quantificado por RIA. C. O CGRP liberado pelos neurdnios sensoriais foi quantificado por
RIA Cada coluna representa a média + SEM dos valores relativos ao conteido de CGRP liberado em
condigdes basais (colunas cinza-claros), estimulados (colunas pretas), basais pds-estimulo (colunas
cinza-escuros). O grupo controle desse experimento foi feito apenas com o meio de cultura F12.

Diante da auséncia de resposta da cisplatina, decidimos mudar o lote do
farmaco e fizemos um experimento mais curto para verificar se o pré-tratamento com
o extrato poderia ser realizado num intervalo inferior a 24 horas. Desta maneira,
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culturas primarias de células de GRDs foram pré-tratadas com o extrato por 10, 30,
60 ou 120 minutos e posteriormente, adicionamos cisplatina em uma concentragao
final de 30 uM, e 24 horas depois, realizamos o experimento. Na figura 11 — A
observamos que as células foram responsivas ao estimulo com capsaicina. Também
€ possivel observar que o tratamento com a cisplatina induziu aumento de 63,3% na
liberacdo de CGRP, como observado anteriormente, e os pré-tratamentos com o
extrato por 10, 30 e 60 minutos preveniram o aumento da liberagdo de CGRP induzida
pela cisplatina, uma vez que reduziram esse aumento da cisplatina em 33,2%, 41,2%
e 44,2%, respectivamente. Diferentemente dos pré-tratamentos mais curtos com o
extrato, o pré-tratamento realizado por 120 minutos antes do tratamento neurotoxico
nao preveniu o efeito mediado pela cisplatina. Reforcando os achados dos
experimentos anteriores, o extrato nao foi capaz de alterar a quantidade total de CGRP
reduzida pela cisplatina (redugéo de 38,6%) em nenhuma das condigbes testadas
(figura 11 — B).
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Figura 11. O extrato de E. dysenterica previne o aumento da liberagao de CGRP induzida pela
cisplatina sem alterar sua quantidade total em cultura primaria de células de GRDs estimulada
com capsaicina de maneira dependente de tempo. A. As culturas primarias de células de GRDs
foram previamente tratadas com 30 pug/mL do extrato de E. dysenterica por diferentes tempos (10, 30,
60 ou 120 minutos) antes de receberem o tratamento com 30 uM de cisplatina. O CGRP liberado pelos
neurdnios sensoriais foi quantificado por RIA. Cada coluna representa a média £+ SEM dos valores
basais de CGRP liberado (colunas cinza-claros), estimulados (colunas pretas), basais pds-estimulo
(colunas cinza-escuros). B. Contetdo total de CGRP das culturas pré-tratadas com 30 png/mL do extrato
de E. dysenterica por diferentes tempos antes de serem co-tratadas com cisplatina por mais 24 horas.
Os dados foram expressos como média + SEM, n = 2 em cada grupo, *p<0,05 vs controle, n.s.: ndo
significante. Os grupos controle desses experimentos foram feitos apenas com o meio de cultura F12.

Para dar sequéncia aos experimentos decidimos por utilizar o tempo de 30
minutos. Observamos que nas condi¢cdes apresentadas (cotratamento de extrato de
E. dysenterica e cisplatina), as células responderam ao estimulo com capsaicina, e
nenhum dos tratamentos induziu alteragdo na resposta basal dos neurénios (figura 12
— A). Também observamos que a liberacdo de CGRP aumentou em 74,0% devido ao
tratamento com cisplatina apenas e reduziu em 40,9% com o tratamento com o extrato
sozinho, como observado nos experimentos anteriores. Além disso, demonstramos
que o pré-tratamento com o extrato reduziu a toxicidade da cisplatina quanto a
liberacdo de CGRP (reduziu o aumento induzido pela cisplatina em 59,7%).
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Com relagéo ao total de CGRP nas amostras, observamos que o tratamento

com o extrato ndo preveniu a alteracéo induzida pela cisplatina, como representado
na figura 12 — D. O pré-tratamento com DMSO (0,1%) n&o modulou as alteragbes em

comparagao com o controle (figura 12 — B) ou induzidas pela cisplatina (figura 12 —

C).
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Figura 12. O extrato de E. dysenterica previne o aumento da liberagao de CGRP induzida pela
cisplatina em cultura primaria de células de GRDs estimuladas com capsaicina. A. As culturas
primarias de células de GRDs foram previamente tratadas com 30 ug/mL do extrato de E. dysenterica
por 30 minutos e posteriormente receberam o tratamento com 30 uM de cisplatina. O CGRP liberado
pelos neurdnios sensoriais foi quantificado por RIA. Cada coluna representa a média + SEM dos valores
basais de CGRP liberado (colunas cinza-claros), estimulados (colunas pretas), basais pds-estimulo
(colunas cinza-escuros). B. CGRP liberado de culturas primarias de células de GRDs sem tratamento
(meio F12) vs culturas previamente tratadas com 0,1% de DMSO por 30 minutos e posteriormente com
1% de agua. Cada coluna representa a média + SEM dos valores basais de CGRP liberado (colunas
cinza-claros), estimulados (colunas pretas), basais pos-estimulo (colunas cinza-escuros). C.
Comparagao entre o CGRP liberado de culturas primarias de células de GRDs previamente tratadas
com 0,1% de DMSO por 30 minutos e posteriormente com 30uM de cisplatina versus culturas primarias
de células de GRDs previamente tratadas com 30 uM de cisplatina somente. Cada coluna representa
a média + SEM dos valores basais de CGRP liberado (colunas cinza-claros), estimulados (colunas
pretas), basais pds-estimulo (colunas cinza-escuros). D. Conteldo total de CGRP das culturas
primarias de células de GRDs sem tratamento, pré-tratadas com 0,1% de DMSO por 30 minutos e
posteriormente com 6% de agua por 24 horas, tratadas com 30 uM de cisplatina por 24 horas, pré-
tratadas com 0,1% de DMSO por 30 minutos e posteriormente com 30 uM de cisplatina por 24 horas,
tratadas com 30 ug/mL do extrato de E. dysenterica por 24,5 horas e pré-tratadas com 30 pug/mL do
extrato de E. dysenterica por 30 minutos e posteriormente co-tratadas com cisplatina por mais 24 horas.
Os dados foram expressos como média = SEM, n = 4 em cada grupo, *p<0,05 vs controle, #p<0,05 vs
cisplatina, n.s.: ndo significante

Uma vez que determinamos os efeitos neuroprotetores do extrato da E.
dysenterica contra a toxicidade da cisplatina em neurénios periféricos, investigamos
se essa era uma resposta especifica de uma subpopulagdo neuronal ou se uma
resposta neuronal generalizada. Para isso, repetimos o tratamento anterior e
expusemos as celulas a 50 mM de KCI para indugéo da liberagdo de CGRP. Na figura
13 — A, é possivel observar que o agente despolarizador induziu a resposta esperada
(aumento da liberagdo de CGRP, representada pelas barras pretas), assim como o

tratamento com cisplatina induziu aumento da liberagdo de CGRP (33,3%). Ainda,
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tratamento com o extrato de E. dysenterica reduziu essa resposta em 31,4% e o pré-
tratamento com o extrato reduziu o efeito neurotéxico da cisplatina, uma vez que
reduziu o aumento da liberagdo de CGRP em 17,9%. Nao houve diferenga entre os
controles em relagao a liberagdo de CGRP normalizada pelo conteudo total (figura 13
— B). Quanto ao conteudo total de CGRP, ndo houve diferenga entre os controles
(figura 13 — C). No entanto, a cisplatina ndo teve seu efeito neurotdxico (reducgéo de
25,0% do conteudo total de CGRP) modulado pelo pré-tratamento de 30 minutos com
30 uM do extrato de E. dysenterica, em que a reducéo desse peptideo foi de 31,9%
(figura 13 — D).

Nesses experimentos, os dados foram apresentados como a porcentagem da

razao da liberagdo de CGRP e o seu conteudo total.
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Figura 13. O extrato de E. dysenterica reduz o aumento da liberagcdo de CGRP induzida pela
cisplatina sem alterar sua quantidade total em cultura primaria de células de GRDs estimulada
com KCI. A. As culturas primarias de células de GRDs foram previamente tratadas com 30 ug/mL do
extrato de E. dysenterica por 30 minutos e posteriormente foram co-tratadas 30 uM de cisplatina por
24 horas. O CGRP liberado pelos neurdnios sensoriais foi quantificado por RIA. Cada coluna representa
a média + SEM dos valores basais de CGRP liberado (colunas cinza-claros), estimulados (colunas
pretas), basais pos-estimulo (colunas cinza-escuros). B. Quantificagdo do CGRP liberado em culturas
primarias de células de GRDs sem tratamento (meio F12) vs culturas previamente tratadas com 0,1%
de DMSO por 24,5 horas. Cada coluna representa a média + SEM dos valores basais de CGRP liberado
(colunas cinza-claros), estimulados (colunas pretas), basais pos-estimulo (colunas cinza-escuros). C.
Conteudo total de CGRP de culturas primarias de células de GRDs sem tratamento (meio F12) vs
culturas previamente tratadas com 0,1% de DMSO por 24,5 horas. D. Conteudo total de CGRP das
culturas primarias de células de GRDs sem tratamento, tratadas com 0,1% de DMSO por 30 minutos e
posteriormente com 6% de agua, tratadas com 30 pug/mL do extrato E. dysenterica e pré-tratadas com
30 pg/mL do extrato de E. dysenterica por 30 minutos e posteriormente co-tratadas com cisplatina por
mais 24 horas. Os dados foram expressos como média + SEM, n = 3 em cada grupo, *p<0,05 vs
controle, #p<0,05 vs cisplatina, n.s.: ndo significante. O grupo controle desse experimento foi feito
apenas com o meio de cultura F12.

4.6. O TRATAMENTO COM CISPLATINA INDUZ AUMENTO DA LIBERAGAO DE
IL-18 DE FORMA TEMPO-DEPENDENTE

Uma vez que demonstramos papel neuroprotetor do extrato em relagdo a
sensibilizagdo neuronal, investigamos se ela também ocorria pela atividade anti-
inflamatodria, visto que o extrato de E. dysenterica possui atividade anti-inflamatadria
descrita na literatura. Desse modo, em um primeiro momento, investigamos qual o

efeito da cisplatina sobre a liberagédo de IL-1 e para isso, no 6° dia de cultura foram
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realizadas curvas tempo-resposta com duas concentracdes diferentes desse farmaco
(1 e 10 uM) nas culturas primarias de células de GRDs. Como pode ser observado na
figura 14 — A, o tratamento com 1 uM de cisplatina induziu aumento da liberagcdo de
IL-1B8 em comparagdo com o controle apds 1, 2 e 6 horas de exposi¢ao do antitumoral
de 50,5%, 60,9% e 41,5%, respectivamente. Esse tratamento por 24 horas nao alterou
os niveis de IL-1B. O tratamento com 10 uM de cisplatina induziu aumento em todas
as concentracgdes testadas, em que em 1 hora de exposi¢ao houve aumento de 35,5%
na liberacéo de IL-1p, em 2 horas de 58,3%, em 6 horas de 46,1% e em 24 horas de

33,8% em comparag&o com o controle (Figura 14 — B).
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Figura 14: Curvas de tempo-resposta na liberacio de IL-1B de cultura primaria de células de GRDs apoés o
tratamento com cisplatina. As culturas primarias de células de GRDs foram tratadas com 1 ou 10 uM de
cisplatina em diferentes tempos de exposi¢do (1, 2 6 e 24 horas) e a quantidade de IL-1f3 liberada foi mensurada
por ELISA. A.IL-1p liberada em meio F12 apds tratamento de 1 uM de cisplatina em diferentes tempos exposi¢ao
B. IL-1p liberada em meio F12 apds tratamento com 10 uM de cisplatina em diferentes tempos de exposi¢@o. Os
dados representam a média + SEM, n = 3 - 4 em cada grupo. Os grupos controle desses experimentos
foram realizados apenas com meio de cultura F12.

O proximo passo foi testar a resposta celular frente ao tratamento com o extrato
de E. dysenterica. Assim, verificamos a liberagdo de IL-13 apds o tratamento com
concentragdes crescentes por 24,5 horas do extrato (0,3, 3, 30 e 100 uM) nas culturas
de células de GRDs. Como pode ser visto na figura 15, apenas o tratamento com 3
ug/mL de extrato aumentou em 55,4% a liberagdo dessa citocina no meio de cultura.

As demais concentragdes ndo induziram modulagéo da liberagao de IL-1p.
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Figura 15. Curva de concentragao-efeito na liberagao de IL-18 de cultura primaria células de
GRDs apés o tratamento com extrato de E. dysenterica. As culturas primarias de células de GRDs
foram tratadas com diferentes concentra¢des de extrato de E. dysenterica (0,3, 3, 30 e 100 mg/mL) por
24,5 horas e a quantidade de IL-1p liberada foi mensurada por ELISA. Os dados representam a média
+ SEM, n = 4 em cada grupo. O grupo controle desse experimento foi realizado com 0,1% de DMSO.

4.7. A CISPLATINA INDUZ ESTRESSE OXIDATIVO, QUE E PREVENIDO PELO
PRE-TRATAMENTO COM EXTRATO DE E. dysenterica

Uma das hipéteses para a o desenvolvimento e estabelecimento da NPIQ é o
estresse oxidativo. Assim, verificamos se o extrato poderia ser neuroprotetor no nosso
modelo por meio da quantificacdo de EROs via ressonancia paramagnética eletronica.
Primeiramente verificamos a producdo de EROs em decorréncia do tratamento com
cisplatina. Para isso, construimos uma curva concentragcao-efeito, com concentracoes
crescentes de cisplatina (1, 3, 10, 30 e 100 uM) tratadas por 24 horas em duas
condigbes diferentes, em meio Krebs-HEPES e em meio F12. Como pode ser
observado na figura 16 — A e B, nenhuma das concentragdes testadas de cisplatina
induziu aumento na quantidade de EROs liberadas nas culturas de GRDs apo6s 24
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horas de exposi¢ao. Uma vez que nao foi possivel observar nenhuma modulagdo em
24 horas, decidimos reduzir o tempo de tratamento, pois poderiamos ndo estar
observando as EROs em decorréncia da labilidade das espécies reativas, e entdo
realizamos outra curva concentragcao-efeito com o tratamento por 1 hora. Como pode
ser observado nas figuras 16 - C e D, em nenhuma das concentragdes de cisplatina

ou condigdes testadas (KHB ou F12), houve aumento na sintese de EROs.
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Figura 16. Concentragdo de EROs liberadas de cultura primaria de células de GRDs apds o
tratamento com cisplatina e mensuradas por EPR. As colunas representam a concentragcédo de
EROs em pM.g-' nos grupos controle (barras pretas) e nos meios apos o tratamento com cisplatina em
diferentes tempos de exposicao (barras cinzas em diferentes gradagdes). A. EROs presente no meio
KHB apo6s tratamento de 24 horas com cisplatina em diferentes concentragbes, B. EROs presente no
meio F12 apds tratamento de 24 horas com cisplatina em diferentes concentragdes, C. EROs presente
em KHB apés tratamento de 1 hora com cisplatina em diferentes concentragbes e D. EROs presente
em meio F12 apds tratamento de 1 hora com cisplatina em diferentes concentragdes. Os dados
representam a média + SEM. Os dados foram expressos como a média + SEM, n = 3-4 em cada grupo.
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Uma vez que ndo observamos aumento na quantidade de EROs nas
condicdes testadas, decidimos fazer duas curvas tempo-resposta com concentragcoes
fixas de cisplatina (30 uM e 100 uM). Estabelecemos também que a curva seria
confeccionada com 6 pontos de tempos de tratamento, sendo 0, 15, 30, 45, 60 e 120
minutos em meio KHB. Observamos que em nenhum dos tempos ou concentragdes
da cisplatina utilizadas, houve aumento da concentracdo de EROs liberada nas
culturas de células de GRDs, como pode ser visto nas figuras 17 - A e B.
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Figura 17. Concentragdo de EROs liberadas de cultura primaria de células de GRDs apds o
tratamento com cisplatina em KHB e mensuradas por EPR. As colunas representam a concentracéo
de EROs em uM.g-" nos grupos controle (barras pretas) e nos meios apos o tratamento com cisplatina
em diferentes tempos de exposicdo (barras cinzas em diferentes gradagdes). A. EROs liberadas em
KHB apos tratamento de 30 mM de cisplatina em diferentes tempos exposi¢cdo B. EROs liberadas em
KHB apds tratamento com 100 uM de cisplatina em diferentes tempos de exposigdo. Os dados
representam a média + SEM, n = 3 em cada grupo.

Na presenca de resultados negativos, foi necessario confirmar a auséncia da
inducéo do estresse oxidativo em decorréncia do tratamento com a cisplatina. Assim,
utilizamos outro modelo de analise de estresse oxidativo, utilizando células neuron-
like. Dessa forma, tratamos células PC-12 diferenciadas com duas concentragdes de
cisplatina (30 e 100 uM) por 1 hora e avaliamos pela fluorescéncia do produto oxidado
do 2',7' diacetato de diclorofluoresceina (figura 18 — A), que é diretamente proporcional
a formacéo de perdxido de hidrogénio (WANG E JOSEPH, 1999). Na figura 18 - B,
podemos observar que ambas as concentragdes de cisplatina induziram aumento da
concentragcdo de EROs, sendo que o aumento foi de 57,1% no tratamento com 30 uM

e de 146,0% no tratamento com a maior concentragéo desse quimioterapico, 100 uM.
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Uma vez que as concentragdes de cisplatina estavam estabelecidas, verificamos se
as concentragdes do extrato de E. dysenterica induziam alguma resposta quanto a
geracédo de EROs. Dessa forma, as células PC-12 diferenciadas foram tratadas por
24,5 horas com 30 e 100 pug/mL desse extrato e observamos que nenhuma das
concentragdes testadas induziu qualquer resposta na geragédo de EROs, como pode
ser observado na figura 18 — C.
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Figura 18. Fluorescéncia do DCF fluorescente em cultura de células PC-12 diferenciadas apés o
tratamento com cisplatina e extrato de E. dysenterica. As colunas representam a fluorescéncia
emitida nos grupos controle (barras pretas) e nos tratamentos (barras cinzas em diferentes gradagdes),
quantificada por fluorimetria. A. Representacdo esquematica do desenho experimental para os
experimentos de quantificacdo de EROS por fluorescéncia. PP: preparo da placa de cultura, PL:
plaqueamento das células PC-12 em meio RPMI completo, D: troca do meio de cultura para o meio de
diferenciagdo, TTO — Ext: pré-tratamento com o extrato de E. dysenterica, TTO — Cis e MENS:
tratamento com cisplatina + extrato de E. dysenterica e mensuragao da fluorescéncia. B. Fluorescéncia
emitida apos culturas de células PC-12 diferenciadas tratadas com 30 ou 100 uM de cisplatina por 1
hora. C. Fluorescéncia emitida apés culturas de células PC-12 diferenciadas tratadas com 0, 30 ou 100
ug/mL do extrato de E. dysenterica por 24,5 horas. MD: meio de diferenciagao. Os dados representam
a média + SEM, n = 3 em cada grupo, *p < 0,05 vs controle, #p < 0,05 vs cisplatina 30 uM; n.s.: ndo
significante.
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O proximo passo foi verificar o potencial efeito neuroprotetor do extrato de E.
dysenterica em relagéo a indugao de sintese de EROs em decorréncia do tratamento
com cisplatina. Para isso, as culturas de células PC-12 diferenciadas foram pré-
tratadas com 30 pg/mL do extrato por 23,5 horas e, posteriormente, foi adicionado ao
meio de cultura 30 ou 100 uM de cisplatina por 1 hora, totalizando 24,5 horas de
tratamento. Como pode ser visualizado na figura 19 - A, a presenca do extrato reduziu
o efeito da cisplatina em 41,3%, retornando os niveis igual ao controle. O mesmo efeito
ocorre quando o estimulo foi uma concentragdo maior de cisplatina, 100 uM, onde o
extrato reduziu essa resposta em 62,6%, perfazendo também uma resposta
semelhante aquela observada no controle. Quando as células foram pré-tratadas com
100 pg/mL do extrato, a resposta do tratamento com 30 uM de cisplatina é reduzida
em 26,3% e ao tratamento com 100 uM de cisplatina é reduzida em 47,4%, também
reduzindo a niveis estatisticamente iguais ao do controle em ambos os casos (figura
19 - B)
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Figura 19. Fluorescéncia do DCF fluorescente em cultura de células PC-12 diferenciadas apés o
cotratamento com cisplatina e extrato de E. dysenterica. As colunas representam a fluorescéncia
emitida nos grupos controle (barras pretas) e nos tratamentos (barras cinzas em diferentes gradagoes).
A fluorescéncia emitida apds os tratamentos foi quantificada por fluorimetria. A. Fluorescéncia emitida
apos culturas de células PC-12 diferenciadas previamente tratadas com 30 pg/mL do extrato de E.
dysenterica por 23,5 horas e posteriormente co-tratadas com 30 ou 100 uM de cisplatina por 1 hora. B.
Fluorescéncia emitida apds culturas de células PC-12 diferenciadas previamente tratadas com 100
ug/mL do extrato de E. dysenterica por 23,5 horas e posteriormente co-tratadas com 30 ou 100 uM de
cisplatina por 1 hora. Os dados representam a média + SEM, n = 3 em cada grupo, *p < 0,05 vs controle,
#p < 0,05 vs 30 uM de cisplatina, p < 0,05 vs 100 uM de cisplatina.
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4.8. VALIDAGCAO DOS PRIMERS UTILIZADOS NA RT-PCRq EM TEMPO REAL

No intuito de investigar mecanisticamente a neuroprotegcdo mediada pelo
extrato de E. dysenterica na neurotoxicidade induzida pela cisplatina acerca do
estresse oxidativo, investigamos a expressédo de duas proteinas chaves no processo
de combate ao estresse oxidativo, a SOD-2 e o NRF2. Assim, primeiramente
verificamos a especificidade e a eficiéncia dos pares de primers para os genes SOD-
2 e NRF2 utilizados neste estudo, e entdo foram realizadas uma curva amplificagao
pela RT-PCRqg e uma curva de melting. A validagado do par de primer do gene da -
actina foi previamente realizada pelo nosso grupo em trabalho anterior (SOUZA,
2019). Conforme pode-se observar nas curvas de melting, todos os primers utilizados
apresentaram especificidade para o gene de interesse e apresentaram apenas um
pico na curva de dissociagdao, mostrando assim que nao houve amplificagao de outros
produtos e nem formagédo de dimeros (figura 20 — B e D). Os graficos das curvas-
padrdao podem ser observados na figura 19 — A e C. Além disso, todos os pares de
primers apresentaram eficiéncias equivalentes e aproximadamente de 100%, bem

como inclinagdo e r> compativeis com os valores de referéncia (quadro 2).

Quadro 2 - Eficiéncia relativa, inclinagao das curvas-padr&o e r? dos pares de primers

Gen Eficiéncia Inclinagdo r
ene (100% + 10) (-3,32+0,2) (>0,990)

SOD-2 104,847 -3,21 0,991

NRF2 108,561 -3,13 0,991
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Figura 20. Especificidade e eficiéncia dos pares de primers de SOD-2 e NRF2. As curvas-padrao
para cada par de primer foram realizadas com quantidade inicial de 20 ng de RNAm e essas foram
diluidas de forma seriada 5 vezes com fator de diluicdo de 5. Os resultados obtidos foram analisados e
representados como regresséo linear e curva de melting. A expressao génica foi determinada por RT-
PCRq em tempo real. Regresséo linear dos pares de primers dos genes para (A) SOD-2 e (C) NRF2.
Curvas de melting dos primers dos genes para (B) SOD-2 e (D) NRF2.
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4.9. ACISPLATINA AUMENTA A EXPRESSAO DE GENES ANTIOXIDATIVOS EM
CULTURA PRIMARIA DE CELULAS DE GRDs

Em prosseguimento com a nossa investigacdo dos mecanismos pelos quais a
cisplatina induz estresse oxidativo, quantificamos a expressédo génica de SOD-2 e
Nrf2, apds validarmos os pares de primers. Primeiramente, fizemos uma curva de
concentracao-efeito da cisplatina, onde as culturas primarias de células de GRD foram
tratadas no 6° dia de cultura com 10, 30 ou 100 uM desse antitumoral por 24 horas.
Como pode ser observado na figura 21 — A, a expresséo génica de SOD-2 foi alterada
apenas apos tratamento com 30 uM de cisplatina por 24 horas, onde observa-se um
aumento de 162,1% na expressao desse gene em comparagdo com o controle. A

expressdo génica de NRF2 n&o foi alterada por nenhum dos tratamentos realizados
comparado com o controle (figura 21 - B).
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Figura 21. Expressdo de RNAmM de SOD-2 e NRF2 em culturas primarias de células de GRDs apés
o tratamento com cisplatina. Culturas primarias de GRDs foram tratadas por 24 horas com diferentes
concentragdes de cisplatina no 6° dia de cultura. Em seguida, a expressao relativa de RNAm de SOD-
2 e NRF2 foi determinada por RT-PCRqg em tempo real e normalizada pelos valores de B-actina. A.
Expresséo génica relativa de SOD-2 em cultura primaria de células de GRD tratadas com 10, 30 ou
100 uM de cisplatina. B. Expresséo génica relativa de NRF2 em cultura primaria de células de GRD
tratadas com 10, 30 ou 100 uM de cisplatina. Para determinar diferengas entre os grupos, o teste de
Kruskal-Wallis foi utilizado, seguido do pds teste de comparagdo mdultipla de Dunn. Os dados foram
expressos como a mediana * intervalo, n = 3 em cada grupo, *p < 0,05 vs controle.
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Apos verificar os efeitos da cisplatina, investigamos o efeito do extrato da E.
dysenterica nos mesmos genes. Assim, no 6° dia de cultura, fizemos uma curva de
concentracao-efeito em culturas primarias de células de GRDs do extrato de E.
dysenterica com 0,3, 3,0 e 30,0 ug/mL por 24,5 horas. Observamos que nenhuma das
concentragbes testadas do extrato alteraram a expressdo génica de SOD-2,
diferentemente do que ocorreu na expressao génica de NRF2, onde o extrato na
concentragdo de 30 ug/mL reduziu a expressdo em 65,6% em comparagdo com o
controle (figura 22 — A e B). As demais concentracdes do extrato de E. dysenterica
nao alteraram a express&do de RNAm desse gene.
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Figura 22. Expressdo de RNAmM de SOD-2 e NRF2 em culturas primarias de células de GRDs apés
o tratamento com extrato de E. dysenterica. Culturas primarias de células de GRDs foram tratadas
por 24,5 horas com diferentes concentragbes do extrato de E. dysenterica no 6° dia de cultura. Em
seguida, a expressao relativa de RNAm de SOD-2 e NRF2 foi determinada por RT-PCRg em tempo
real e normalizada pelos valores de B-actina. A. Expressédo génica relativa de SOD-2 em cultura
primaria de células de GRD tratadas com 0,3, 3 ou 30,ug/mL de E. dysenterica. B. Expressao génica
relativa de NRF2 em cultura primaria de células de GRD tratadas com 0,3, 3 ou 30 pug/mL de E.
dysenterica. Para determinar diferengas entre os grupos, o teste de Kruskal-Wallis foi utilizado, seguido
do pos teste de comparagao multipla de Dunn. Os dados foram expressos como a mediana + intervalo,
n =4 em cada grupo, *p < 0,05 vs controle.
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4.10. ATIVADORES DA VIA NRF2/KEAP1/ARE INDUZEM AUMENTO DA
RESPOSTA A CAPSAICINA SOBRE A LIBERAGCAO DE CGRP EM CULTURA
PRIMARIA DE CELULAS DE GRDs

Uma das hipoteses do trabalho apds verificar efeito sobre o estresse oxidativo
€ que tal protegao poderia ser mediada pela ativacao da via Nrf2/Keap1/ARE. Assim,
antes de avaliar esta resposta especificamente, investigamos se a ativagéo
farmacoldgica desta via poderia alterar a resposta das culturas ao estimulo com
capsaicina. Desta forma, fizemos curvas concentragdo-efeito com dois diferentes
ativadores especificos da via: oltipraz e sulforafano. Assim, culturas primarias de
células de GRDs foram tratadas com 0,5, 5, 50 e 100 uM de oltipraz e 0,1, 1, 10 e 20
uM de sulforafano por 24,5 horas, da mesma maneira que os tratamentos com os
extratos. Essas concentragcdes foram baseadas em trabalhos que realizaram ensaios
in vitro com células neuron-like (FURGE et al., 2004; KIM et al., 2017).

Nas figuras 23 - A e C observamos que as células foram responsivas ao
estimulo com capsaicina e que o diluente do farmaco nao alterou a liberacdo de CGRP
(MPL 0,1%). Também € possivel observar que o aumento da concentragdo dos
ativadores induziu aumento da liberacado de CGRP nessas células, em 3 momentos
diferentes, no primeiro basal, quando estimuladas com capsaicina e no segundo
basal. O oltipraz nas concentragdes de 50 e 100 uM induziu aumento da liberagao de
CGRP nos 3 momentos avaliados: no CGRP liberado basalmente aumentou em
291,9% (50 uM) e 259,1%, (100 uM); quando as células foram expostas a capsaicina,
aumentou em 185,1% (50 uM) e 257,9% (100 uM); e basalmente apds o estimulo, o
tratamento com oltipraz induziu um aumento de 163,4% quando as células foram
tratadas com 50 uM e 257,3% quando o tratamento foi de 100 uM. Os tratamentos
com 10 e 20 uM de sulforafano também aumentaram a liberagao desse neuropeptideo
nos 3 momentos testados, basalmente essa droga aumentou 41,0% (tratamento com
10 uM) e 63,4% (tratamento com 20 puM); quando as ceélulas foram expostas a
capsaicina, a liberacdo do CGRP aumentou em 110,9 (10 uM) e 150,5% (20 uM); e
apenas a concentracdo mais alta induziu o aumento da liberacdo de CGRP
basalmente apos estimulo (96,0%). Quanto ao conteudo de CGRP total, os ativadores
nao induziram qualquer alteragdo nesse parametro (figura 23 - B e D).
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Figura 23. Os ativadores da via Nrf2/Keap1/ARE oltipraz e sulforafano aumentam a liberagao de
CGRP em cultura primaria células de GRDs estimulada com capsaicina, sem alterar o seu
contetdo total. A. Culturas primarias de células de GRDs foram tratadas por 24,5 horas com 0,5, 5,
50 e 100 uM de oltipraz e o CGRP liberado pelos neurénios sensoriais foi quantificado por RIA. Cada
coluna representa a média + SEM dos valores de CGRP liberado em condi¢des basais (colunas cinza-
claros), estimulados (colunas pretas), basais pos-estimulo (colunas cinza-escuros). B. Conteudo total
de CGRP das culturas primarias de GRDs sem tratamento e tratadas com 0,5, 5, 50 € 100 uM de
oltipraz por 24,5 horas. C. Culturas primarias de células de GRDs foram tratadas por 24,5 horas com
0,1, 1, 10 e 20 uM de sulforafano e o0 CGRP liberado pelos neurdnios sensoriais foi quantificado por
RIA. Cada coluna representa a média + SEM dos valores de CGRP liberado em condigbes basais
(colunas cinza-claros), estimulados (colunas pretas), basais pos-estimulo (colunas cinza-escuros). D.
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Conteudo total de CGRP das culturas primarias de GRDs sem tratamento e tratadas com 0,1, 1, 10 e
20 uM de sulforafano por 24,5 horas. Os dados foram expressos como média + SEM, n = 3 em cada
grupo, $p<0,05 vs controle — Basal 1, *p<0,05 vs controle - Capsaicina, *p<0,05 vs controle — basal 2,
n.s.: ndo significante. O grupo controle desses experimentos foi feito apenas com meio de cultura F12.

411. O EXTRATO DE E. dysenterica NAO MODULA A REDUCAO DA
NEURITOGENESE INDUZIDA PELA CISPLATINA EM CELULAS PC-12
DIFERENCIADAS

Outro método de mensuracao da neurotoxicidade é através da quantificacao
do tamanho de neuritos, projegdes citoplasmaticas presentes em neurdnios e células
neuron-like diferenciadas quando em cultura. Assim, células PC-12 diferenciadas
foram pré-tratadas com 30 ug/mL de extrato por 0,5 hora e, posteriormente, foi
adicionado ao meio de cultura 30 uM de cisplatina por 24 horas, totalizando 24,5 horas
de tratamento, como pode ser observado nas figuras 24 A-C. Como pode ser
observado na figura 25 - A, o tratamento com 30 uM de cisplatina por 24 horas reduziu
o comprimento de neuritos em 18,0%, que nao foi revertido pelo pré-tratamento com

o extrato de E. dysenterica (figura 25 B).

Cisplatina E. dysenterica + cisplatina

Figura 24. Fotomicrografia de fase em microscoépio invertido das culturas de células PC-12
diferenciadas. As células aqui apresentadas foram mantidas a 5% de CO:ze 37°C. A. Cultura de células
PC-12 diferenciadas por 24 horas. B. Cultura de células PC-12 diferenciadas por 24 horas e tratadas
com 30 uM cisplatina por 24 horas. C. Cultura de células PC-12 diferenciadas por 24 horas pré-tratadas
com 30 ug/mL de extrato por 0,5 hora e, posteriormente, com 30 uM de cisplatina por 24 horas.
Magnificagéo de 400 vezes. Imagens representativas de cada tratamento realizado. Fotos feitas pelo
autor.
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Figura 25. Quantificagdo de neuritos de células PC-12 diferenciadas apos o tratamento com
cisplatina e extrato de E. dysenterica. As colunas representam o comprimento relativo ao controle
de neuritos de células PC-12 diferenciadas. A. Comprimento relativo de neuritos apds culturas de
células PC-12 diferenciadas tratadas com 30 uM de cisplatina por 24 horas. B. Comprimento relativo
de neuritos apods culturas de células PC-12 diferenciadas pré-tratadas com 30 pg/mL de extrato de E.
dysenterica por 0,5 hora e posteriormente cotratadas com 30 uM de cisplatina por 24 horas. MD: meio
de diferenciagdo. Os dados representam a média + SEM, n = 3 em cada grupo, *p < 0,05 vs MD; n.s.:
nao significante.



87

5. DISCUSSAO

A neurotoxicidade é um efeito adverso comum que ocorre durante o tratamento
com diversas classes de antitumorais. Essa por sua vez, pode ser classificada
segundo o seu local de manifestagdo, sendo chamada de neuropatia periférica
induzida por quimioterapicos quando afeta o sistema nervoso periférico, foco desse
estudo.

Estudar estratégias farmacoldgicas contra este efeito adverso é importante
devido a limitagao de tratamento, seja ele preventivo ou mesmo curativo. Atualmente,
o tratamento disponivel é apenas paliativo, realizado por intermédio do uso da
duloxetina, um antidepressivo inibidor da recaptacdo de serotonina e norepinefrina,
que é a primeira linha de tratamento, com eficacia moderada (LOPRINZI, et al., 2020).
E oportuno salientar que esse efeito adverso é um fator limitante para o tratamento
quimioterapico, uma vez que a severidade dos sintomas é dose-dependente, e em
consequéncia disso, o tratamento pode ser descontinuado ou subétimo.

Neste trabalho avaliamos se o extrato de E. dysenterica, uma planta do Cerrado
brasileiro, possui efeito neuroprotetor na neuropatia periférica. Assim, realizamos
ensaios farmacologicos in vitro em culturas primarias de células do ganglio da raiz
dorsal de ratos naives e células PC-12 diferenciadas em células neuron-like. Estudos
que considerem utilizar células previamente aos estudos in vivo, quando aplicavel,
obedecem a politica dos 3Rs: o principio da redugao (reduction), do refinamento
(refinement) e da substituicdo (replacement) instituida pelo CONCEA em referéncia
ao preconizado pela National Centre for the Replacement, Refinement & Reduction of
Animals in Research (NC3R’s, 2019). Todos os ensaios realizados objetivaram
minimizar o sofrimento do animal, bem como a quantidade deles utilizada.

Também ¢é importante destacar a importancia do bioma Cerrado para a
sociedade brasileira. Esse bioma abrange diversos estados do Brasil e possui uma
flora e fauna bastante diversa e complexa. Explorar conscientemente as
potencialidades em diversas areas que o Cerrado oferece é extremamente importante.
Quanto a terapéutica, ha a oportunidade de descoberta de novas fontes e novas
moléculas que sdo farmacologicamente ativas. Tais moléculas podem ser isoladas,
caracterizadas e sintetizadas em laboratério, o que pode resultar no desenvolvimento

de novos medicamentos, culminando enfim em ganhos econdmicos locais, estaduais
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e nacionais. Um exemplo de um produto farmacéutico pesquisado e totalmente
desenvolvido no Brasil € o anti-inflamatdrio Acheflan®, cujo principio ativo é o dleo
essencial da Cordia verbenacea DC, planta popularmente conhecida como erva-
baleeira, endémica da Mata Atlantica (CALIXTO, 2019; PASSOS, et. al., 2007).

O extrato de E. dysenterica, dentre outras atividades, possui atividade
antioxidante in vitro (CLEMENTINO et al.,, 2016; GASCA et al.,, 2017). Utilizar
compostos antioxidantes pode ser uma estratégia interessante na NPIQ, ja que uma
das alteracbes desencadeadas pelos quimioterapicos nos GRDs € o desequilibrio
entre os agentes pro-oxidantes e a resposta do organismo frente a esse insulto, o
estresse oxidativo (BUTTURINI et al., 2013). Nossa primeira avaliagcéo foi determinar
a toxicidade do extrato aquoso da E. dysenterica nas culturas primarias de células de
GRDs. Essas culturas primarias sdo um dos modelos in vitro de NIPQ mais utilizados,
pois, além de serem uma excelente ferramenta para o estudo de neuroprotecdo, séo
fundamentais para o entendimento das modificagdes que ocorrem na NPIQ (ZHU et
al., 2016; MELLI e HOKE, 2009). E através desse entendimento que o
desenvolvimento de estratégias para a sua prevengao, redu¢cdo ou cura pode ser
possivel.

Assim, nos avaliamos o efeito do extrato de E. dysenterica na viabilidade
celular. As concentragdes utilizadas foram baseadas no trabalho de Gasca e
colaboradores (2017), em que células SH-SYS5Y foram tratadas por 24 horas com até
500 pug/mL do extrato e os autores observaram que a primeira concentragdo que
reduziu a viabilidade celular em mais de 30% foi de 30 pug/mL. Assim, decidimos
realizar uma curva de concentragao-efeito em que os valores compreendiam aqueles
10 vezes superior e 10 vezes inferior. Demonstramos que mesmo na maior
concentragdo avaliada, o extrato de E. dysenterica nao induziu redugéo da viabilidade
das células das culturas primarias de GRDs maior do que 30%. De acordo com a ISO
10993-5 Biological evaluation of medical devices — Part 5: Tests for in vitro cytotoxicity
de 2009, pode-se considerar um composto citotoxico quando esse reduz a viabilidade
celular em no minimo 30%. Resultados semelhantes foram encontrados por Silva e
colaboradores (2015), em que fibroblastos da linhagem L929 foram tratados com
261,25 pg/mL de 6leo essencial de E. dysenterica e ndo houve reducéo da viabilidade
celular. Ainda, os pesquisadores observaram que em macrofagos da linhagem celular
RAW 264,7 essa concentragao induziu uma reducéo da viabilidade celular superior a
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30%. Dessa maneira, podemos inferir que diferentes tipos celulares possuem
diferentes susceptibilidades quanto a viabilidade celular ao extrato de E. dysenterica.
Além disso, cabe salientar que no estudo de Silva e colaboradores (2019), os
tratamentos foram conduzidos com o Oleo essencial das folhas da planta,
diferentemente desse trabalho, em que utilizamos o extrato aquoso das folhas de E.
dysenterica. Embora o mesmo extrato tenha sido utilizado no estudo de Gasca e
colaboradores (2017), as células estudadas por esses pesquisadores eram células
oriundas de tumor cerebral humano. E vélido também ressaltar que ainda ndo ha
estudos publicados com o uso deste extrato em cultura primaria de células de GRDs.

Também avaliamos o efeito da cisplatina sobre a viabilidade de células da
cultura primaria de GRDs, em que observamos que as concentragdes testadas desse
antitumoral n&o induziam morte celular maior do que aquela estipulada como
citotoxica. Tais dados estdo em concordancia com os ja descritos na literatura (GUO
et al., 2016; JIANG, et al., 2008), indicando que as alteragbes observadas sdo em
decorréncia de mecanismos intrinsecos da cisplatina e ndo de consequéncias da
morte celular.

Ressaltamos ainda que nos estudos de neurotoxicidade, uma substancia
classificada como neurotdxica ndo necessariamente € aquela que induz morte celular
de células do SN. Neste trabalho, em consonancia com dados da literatura,
demostramos toxicidade da cisplatina por diversos mecanismos, inclusive por
alteracao funcional.

Uma vez demonstrado a plausibilidade do uso do extrato de E. dysenterica
como agente neuroprotetor, o proximo passo foi verificar se tal extrato possuia algum
efeito modulatério na toxicidade tumoral da cisplatina. Essa € uma caracteristica
crucial para um agente com potencial atividade neuroprotetora contra a NPIQ, pois
um requisito € que a neuroprotecdo desse agente deva ocorrer sem interferéncia
negativa na toxicidade tumoral do quimioterapico (JAGGI e SINGH, 2012; PARK, et
al., 2008). Dessa forma, realizamos essa avaliagdo em cultura primaria de células de
A549, que sado oriundas de carcinoma epitelial de pulmao, cancer prevalente cujo
tratamento farmacoldgico é realizado com cisplatina. Verificamos que ndo ha qualquer
modulagao do efeito citotoxico da cisplatina nessas células advinda do extrato de E.
dysenterica, 0 que nos permitiu dar prosseguimento aos demais ensaios.

Até o nosso conhecimento, existem duas pesquisas que avaliaram a atividade

antitumoral em que a E. dysenterica estivesse envolvida. Vitek e colaboradores (2016)
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avaliaram componentes isolados do extrato metandlico das folhas da E. dysenterica,
e observaram que havia atividade antileucémica do composto quercetin-3-O-3-D-
galactopyranosid em modelo celular de leucemia mieloide aguda (células Kasumi-1)
e leucemia linfoblastica aguda (células CCRF-CEM - VITEK, et al., 2016). Eles
observaram que o ICso desse composto apos 24 horas de tratamento € de 36,7 uM
(22,6 ng/mL) na cultura de células Kasumi-1 e 40,3 uM (24,9 ug/mL) em culturas de
células CCRF-CEM. Cabe ressaltar que os autores verificaram a agdo de um
componente isolado em concentracbes semelhantes a totalidade do extrato aqui
usado, o que poderia caracterizar uma concentragdo muito superior aquela
encontrada no nosso extrato, ja que sua composigdo é o somatorio de quantidades
menores dos seus diversos componentes. No segundo estudo, Gasca e
colaboradores (2017) avaliaram a citotoxicidade do extrato das folhas de E.
dysenterica em uma linhagem celular de neuroblastoma humano (células SH-SY5Y)
e demonstraram que o tratamento por 24 horas com concentracdes a partir de 15,6
ug/mL do extrato reduziu a viabilidade celular, porém, os autores n&o explicitaram a
partir de qual concentracdo a reducao da viabilidade é superior a 30%. Tais dados
contrastam com os nossos achados, o que pode ser atribuido principalmente ao
método de avaliagdo da viabilidade celular e ao tipo celular. Diferentemente dos
autores que utilizaram a atividade do sistema da succinato-tetrazoélio redutase (enzima
envolvida no metabolismo mitocondrial) para avaliar a viabilidade celular, nés optamos
pelo método de exclusao por azul de tripano em decorréncia dos efeitos da cisplatina
e também do potencial efeito do extrato na mitocondria (CANTA, POZZI E CAROZ/ZI,
2015; LEO et al., 2020). Métodos que se baseiam no metabolismo celular podem ter
resultados falso-positivos devido ao tratamento com farmacos que alteram enzimas
importante na produg&o de energia celular. Assim, os dados supracitados corroboram
os resultados anteriores quanto a sensibilidade distinta ao extrato de diferentes tipos
celulares.

Uma vez que observamos a auséncia de toxicidade em relagcdo a morte celular
do extrato da E. dysenterica nos experimentos de viabilidade, decidimos utilizar a
concentracdo de 30 ug/mL para os proximos experimentos. Essa concentragdo foi
escolhida por ser intermediaria, além dessa concentragéo ser semelhante aquela que
possui atividade farmacologica em cultura celular de SH-SY5Y, atividade inibitéria de

colinesterase com 31,2 ug/mL (GASCA et al., 2017). Ja Souza e colaboradores (2011)
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mostraram também atividade farmacologica do extrato aquoso de E. dysenterica ao
inibir duas enzimas in vitro, a-amilase e o~ glucosidase, em que os valores de ICso
foram de 14,93 e 0,46 pg/mL, respectivamente.

O proximo passo foi determinar a concentracdo de cisplatina a ser utilizada
como agente neurotoxico. Nesse trabalho, avaliamos primeiramente a
neurotoxicidade e a sua possivel prevencdo por intermédio da avaliacdo da
quantidade de CGRP liberado e total. Verificar a liberagado desse neuropeptideo € uma
ferramenta para avaliar funcionalmente os neurdnios, pois dessa maneira € possivel
investigar a capacidade de sensibilizacdo dos nociceptores. Pode-se definir a
sensibilizagao periférica como uma plasticidade neuronal evocada por algum estimulo,
em que os nociceptores reduzem o seu limiar de excitacdo, aumentando, portanto,
sua responsividade (WOLF E MA, 2007). No contexto da NPIQ, esse fenbmeno é
bastante importante, visto que os sintomas sensoriais geralmente sdo sintomas de
hipersensibilidade aos estimulos externos, tais como a mecanica e térmica (COLVIN,
2019; SHIM, et al., 2019). Além disso, o CGRP & um dos neuropeptideos liberados
durante a transmissao do sinal nociceptivo (GOLD E GEBHART, 2010).

Embora os efeitos da cisplatina nas culturas de células de GDRs ja estejam
bem descritos na literatura, decidimos repetir os experimentos de liberagdo de CGRP
devido a mudangas no protocolo de cultura dessas células. No protocolo utilizado no
nosso trabalho, dois inibidores mitéticos anteriormente utilizados para controle da
proliferagdo das células n&o-neuronais foram retirados do meio de cultura (FDU e
Uridina). Verificamos na literatura que estes inibidores poderiam causar dano no DNA
(CAO et al., 2016; KUMARI et al., 2009), o que poderia interferir diretamente nos
resultados dos experimentos conduzidos no laboratorio, como por exemplo, na
avaliacao de dano ao DNA.

Assim, verificamos que o tratamento por 24 horas com 30 uM de cisplatina
induz aumento da liberagdo de CGRP juntamente com a redugdo do seu conteudo
total. Nossas observacdes estdo em discordancia com os dados previamente
publicados por Jiang e colaboradores (2008), onde esses pesquisadores observaram
que o tratamento das culturas primarias de células de GRDs com 10 e 30 uM de
cisplatina ja foi capaz de reduzir a quantidade de CGRP liberado sem alterar o seu
conteudo total, indicando sensibilizagdo neuronal. Essa redugdo também foi
observada por Georgiadis e colaboradores (2016), em que a exposi¢cao de neurbnios
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sensoriais de cultura primaria de células de GRDs a apenas 10 uM de cisplatina por
24 horas reduziu os niveis de CGRP liberados. Tal diferenga pode ser relacionada a
auséncia dos anti-mitoticos previamente citados, visto que foi a unica variavel entre
os experimentos. E importante ressaltar que uma alternativa para essa reducéo da
liberacdo do CGRP poderia ser uma menor quantidade disponivel de TRPV1 na
superficie celular. Entretanto, Yang e colaboradores (2018) verificaram que o mRNA
desse receptor aumentava nas culturas primarias de células de GRDs de
camundongos C57BL/6 quando esses eram tratados com oxaliplatina, indicado que
essa reducao do CGRP é em decorréncia a a¢des diretas na sua sintese ou mudancas
pos transcricionais. Reforgcando essa hipétese, o conteudo total do CGRP também foi
reduzido pelo tratamento com cisplatina. A cisplatina aumenta a quantidade de calcio
intracelular, o que poderia explicar o aumento da quantidade de CGRP liberado pelos
neurdnios (KHASABOVA, et al., 2019; LEO, et al., 2020). E importante destacar que
a concentracao escolhida, induz alteragcdes celulares nos neurdnios periféricos sem,
entretanto, alterar a viabilidade celular.

Observamos também que 100 uM de cisplatina reduz tanto a quantidade de
CRGP liberado quanto o seu conteudo total. Ndo observamos diferenca estatistica na
taxa de liberacdo de CGRP apds estimulo com capsaicina nesse tratamento em
relagdo ao controle. Ressaltamos que, embora a taxa de liberagdo seja a mesma, 100
uM de cisplatina induz morte celular (dose letal 50: 80 uM), sendo, portanto, uma
concentragdo citotoxica (JIANG et.al., 2008). Além disso, essa concentragdo poderia
induzir uma resposta neurotdxica muito intensa, que qualquer potencial efeito protetor
do extrato poderia ndao ser observado.

Uma vez que as concentragdes da cisplatina e do extrato de E. dysenterica
foram definidas, investigamos qual o efeito do extrato sobre a fungé&o neuronal. Assim,
tratamos as culturas de células GRDs com diferentes concentragdes do extrato e
quantificamos o CGRP liberado. Primeiro avaliamos a fungao neuronal de neurdénios
TRPV1-positivos. Isso foi possivel por intermédio do uso de capsaicina, agonista
desse receptor. Observamos que nas condicdes descritas, o extrato reduziu a
liberacdo CGRP, sem, entretanto, alterar o conteudo total desse neuropeptideo,
reduzindo assim a sensibilizagdo neuronal.

Decidimos entdo verificar se a atividade do extrato era especifica a uma

subpopulagdo neuronal ou se era uma resposta neuronal generalizada, e para isso,
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expusemos as células a outro agente despolarizante, o KCL, que induz uma resposta
pan-neuronal, isto &, indistintamente todos os neurénios sao despolarizados e liberam
CGRP. Observamos que apenas a maior concentragao testada do extrato (100 pg/mL)
foi capaz reduzir a quantidade de CGRP nas culturas expostas a 50 mM de KCI, sem
alterar a quantidade no conteudo total desse neuropeptideo. Uma possivel explicagao
para essa redugdo observada apos a exposicdo aos agentes despolarizantes,
capsaicina e KClI, é a presenga da molécula catequina no extrato (GASCA et al., 2017).
Essa molécula modula a quantidade de calcio citosdlico, que foi aumentado pelo
tratamento com 10 uM da proteina B-amiloide em modelo de Doenga de Alzheimer in
vitro e culminou na reducdo da liberacdo de glutamato em cultura primaria de
neurénios corticais de ratos (BAN et al., 2006).

Visto isso, a nossa hipétese foi que o tratamento com extrato aquoso das folhas
de E. dysenterica poderia proteger as células da neurotoxicidade induzida pela
cisplatina in vitro. Neuroprotegdo com o uso de plantas contra quimioterapicos ja foi
demonstrado anteriormente. Vieira e colaboradores (2012) demonstraram efeito
genoprotetor e citoprotetor desta planta do Cerrado em modelo animal de toxicidade
induzida por ciclofosfamida, farmaco antitumoral que forma adutos com DNA.
Reforgando essa hipdtese, Azevedo e colaboradores (2018) demonstraram que a
quercetina e rutina, dois produtos do metabolismo secundario de plantas, eram
neuroprotetores contra a dor neuropatica induzida pela oxaliplatina.

Depois de verificar que o tempo é um fator determinante para o pré-tratamento
com extrato, avaliamos se esse tratamento prévio poderia prevenir os efeitos
causados pela cisplatina, isto €, se o extrato reduziria a sensibilizagdo neuronal
causada pela neurotoxicidade da cisplatina. Assim verificamos que o extrato teve
atividade neuroprotetora tanto em neurénios TRPV1-positivos, quanto de forma geral,
visto que ele preveniu a sensibilizagdo neuronal dos neurdnios estimulados com
capsaicina e estimulados com KCI. Essa foi a primeira descrigdo do efeito
neuroprotetor do extrato de E. dysenterica em modelo de neuropatia periférica
induzida por quimioterapicos. Interessantemente, o efeito neuroprotetor desse extrato
ja foi descrito anteriormente em modelo de neurodegeneragao induzida por aluminio
(THOMAZ et al., 2018). Esses pesquisadores avaliaram o potencial efeito
neuroprotetor do extrato hidroalcodlico de E. dysenterica tanto in vitro quanto in vivo,
e verificaram atividade neuroprotetora via reducao do estresse oxidativo causado pelo

aluminio no cérebro. Os autores demonstraram que o extrato recuperou niveis
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alterados pelo aluminio no coértex cerebral e hipocampo, das substancias reativas ao
acido tiobarbiturico, da atividade de SOD, da atividade de catalase e da atividade da
acetilcolinesterase, todos relacionados ao estresse oxidativo. Nossa hipotese € que a
neuroprotecado observada nesse trabalho também pode ser mediada pela redugao de
especies reativas de oxigénio (EROs).

Além disso, um resultado semelhante de reducao da responsividade neuronal
aumentada por um agente toxico devido ao tratamento com quercetina foi observado
em modelo in vitro da Doenga de Alzheimer (BAN et al., 2006). No estudo, culturas
primarias de neurbnios corticais (origem: ratos da espécie Rattus norvegicus e
linhagem Sprague-Dawley) foram tratadas com a proteina -amildide e quercetina, e
0s pesquisadores observaram que a quantidade de calcio citosélico aumentada pela
-amildide era reduzida na presenga de 10 uM de quercetina. Os autores mostraram
que a quercetina também modula outras respostas neuronais, como a liberacédo de
glutamato, ja que o tratamento com 10 uM de quercetina bloqueou o aumento da
liberagao de glutamato induzida pela exposigcéo a proteina p-amildide.

Além dos dados apresentados, Clementino e colaboradores (2016) observaram
atividade antioxidante do extrato das folhas de E. dysenterica determinada por
voltametria e espectroscopia in vitro. Reforcando esses dados, Gasca e colaboradores
(2017) verificaram que esse extrato possui duas moléculas, que dentre outras
propriedades, possuem atividade antioxidante, a quercetina e a catequina (KASHIMA,
1999). Ressaltamos que nesse trabalho usamos o extrato da E. dysenterica em sua
totalidade, isto é, ndo foi realizado tratamentos com seus componentes isolados.
Assim, a interpretacdo dos dados é limitada quanto a responsabilidade dos efeitos
observados, uma vez que esse pode ocorrer em decorréncia da atuacéo de diversas
moléculas em conjunto.

E importante destacar que os ensaios de liberacdo de CGRP s3o distintos dos
ensaios de avaliagao da quantidade total desse neuropeptideo. Enquanto o ensaio de
liberacdo de CGRP é um indicador de excitabilidade neuronal, o outro avalia a sintese
proteica. As alteragbes desse valor significam modulagbes da transcrigdo génica.
Nesse trabalho, observamos que o extrato de E. dysenterica n&o alterou a quantidade
de CGRP reduzida pela cisplatina, reforcando que o extrato possui atividade somente
na excitabilidade neuronal, que foi alterada pelo tratamento destas células com

cisplatina, indicando atividade protetora da funcionalidade neuronal.
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Ainda caracterizando a toxicidade da cisplatina e buscando entender como a
sensibilizagdo neuronal causada pela cisplatina foi reduzida pelo extrato de E.
dysenterica, suscitamos a possibilidade do envolvimento de mediadores inflamatérios,
como citocinas, que podem estimular e sensibilizar neurdnios diretamente
(SCHAFERS E SORKIN, 2008). Assim, buscamos entender como esse efeito poderia
estar acontecendo no nosso modelo de NPIQ. Baseado na literatura, hipotetizamos
que os extratos poderiam ser neuroprotetores por mecanismos de controle do
estresse oxidativo e da inflamacgao induzidos pela cisplatina. O envolvimento dessas
proteinas ja foi avaliado na NPIQ, por exemplo, em um estudo n&o-clinico foi
observado que o tratamento com dose unica de cisplatina (8 mg/Kg) aumentou a
concentragéo de citocinas, como o TNF-a e IL-13 em homegenato de cérebro e soro
dos animais tratados (ABDEL-WAHAB E MOUSSA, 2019).

Como os quimioterapicos também induzem uma resposta inflamatoria
(LEDEBOER, et al., 2007; KUAI et al., 2020), em um primeiro momento, investigamos
o envolvimento de citocinas pro-inflamatérias no nosso modelo de NPIQ. Observamos
que a cisplatina aumentava a liberagado de IL-1 no nosso modelo, o que esta em
consonancia com a literatura, em que a liberagao de citocinas pro-inflamataérias ja foi
observada tanto in vitro (OLIVEIRA, et al., 2022) quanto in vivo (ABDEL-WAHAB E
MOUSSA, 2019; KUAI et al.,, 2020). Dessa forma, podemos concluir que a
neurotoxicidade da cisplatina envolve modulacéo da resposta inflamatoria sistémica e
local, onde em ultima instancia, altera a excitabilidade das células de GRDs, que pode
ser reflexo dos sintomas observados na NPIQ.

Baseado na premissa de efeito anti-inflamatério de componentes do extrato,
como a catequina (CHEN et al., 2020; KALENDER et al., 2012), o segundo passo
dessa etapa foi observar o efeito do tratamento com o extrato de E. dysenterica na
inducao da liberacdo de IL-1p. Essa etapa foi necessaria pois caso observassemos
efeito inflamatorio do extrato de E. dysenterica, nossa hipdtese de neuroprotecéo
mediada pela inibicdo da liberagdo de citocinas se provaria errada. Nossos dados
mostram que apenas a concentragado de 3 uM foi capaz de induzir liberagdo dessa
citocina, sendo, portanto, uma resposta em “U” invertido. Existem situacdes que tal
fenbmeno acontece, como observado com sensibilizagdo neuronal apds o tratamento

com diferentes concentragdes de cisplatina. Pode ser que esse efeito também esteja
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ocorrendo sobre a expressédo de IL-1f no nosso modelo de NPIQ, porém, ndo ha
dados na literatura que comprovem tal hipétese.

Salientamos que a cultura de GRDs é classificada como uma cultura mista, isto
€, formada por varios tipos celulares, pois possui além de neurbnios, células nao-
neuronais, que dentre outros tipos, destacam-se a glia e fibroblastos. Isso € importante
na avaliagdo dos resultados obtidos, ja que ha uma intrinseca e complexa
comunicagcdo entre essas células e que elas podem ser determinantes para
descoberta da fisiopatologia e farmacoterapia da NPIQ. Fisiologicamente, a interagcéo
entre as células presentes no GRD é importante para a manutencao neurofuncional,
e ja ha descrito seu envolvimento com a nocicep¢édo (WATKINS e MAIER, 2002;
TSUDA et al., 2005; MANNELLI et al., 2014). Caso o aumento da resposta inflamatoria
observada seja relacionado as células ndo-neuronais, pode ser que o extrato da E.
dysenterica tenha efeito indireto sobre os neurbnios. Assim, para alcangar o efeito
anti-inflamatério que compostos isolados possuem, seja necessaria uma
concentracido do extrato muito superior aquela aqui utilizada.

Uma limitagao desse trabalho € a auséncia do tratamento com o extrato da E.
dysenterica na presenga da cisplatina. Infelizmente, ndo tivemos tempo habil para
realizagao de tais experimentos. Explorar o papel das citocinas na NPIQ, tais como a
IL-1B, ainda € um campo de estudo aberto e experimentos acerca da liberacdo de
citocinas pelas células dos GRDs e também das implicagdes celulares da presenga
dessas proteinas no microambiente dos GRDs ainda precisam ser realizados.

Nossa outra hipotese da neuroprotecdo do extrato de E. dysenterica € no
combate ao estresse oxidativo. Embora o papel das espécies reativas de oxigénio
(EROs) como moléculas indutoras de apoptose em células cancerigenas esteja bem
estabelecido, o papel delas na neurotoxicidade induzida por quimioterapicos vem
sendo amplamente discutido a partir das ultimas duas décadas (JIANG et al., 2008;
AZEVEDO et al., 2013; KELLEY et al., 2014). Dessa forma, reestabelecer o equilibrio
entre EROs e agentes antioxidantes pode ser uma estratégia interessante de
neuroprotecdo. Findaboylu e colaboradores (2011) demonstraram que o tratamento
com inibidores da formac¢do de EROs diminuia a resposta nociceptiva induzida pelo
paclitaxel. Reforgando esse resultado, Yang e colaboradores (2018), verificaram que
a oxaliplatina aumenta o RNAm de receptores TRPV1, que é revertido pelo tratamento
com sulforafano, um ativador da via Nrf2/Keap1/ARE. Mais especificamente, ha

diversos estudos que mostraram beneficio da reducdo do estresse oxidativo em
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modelos de doengas neurodegenerativas, tais como doenga de Alzheimer e Sindrome
de Guillain-Barré (CUI et al, 2018; HAN et al., 2016), inclusive em modelo de
neuropatia periférica in vitro induzida pela cisplatina, bortezomibe e oxaliplatina
(KAWASHIRI et al., 2018).

Destarte, primeiro investigamos a presenga de EROs no nosso modelo de
neurotoxicidade. Assim, no intuito de padronizar a técnica no nosso modelo de
quantificacdo de EROs por ressonancia paramagnética eletrénica, realizamos uma
curva concentracao-efeito da cisplatina em dois momentos pré-estipulados, 1 e 24
horas. Além disso, realizamos a quantificacdo em dois meios diferentes, o KHB e o
meio de cultura F12. As concentracdes de cisplatina e o tempo maximo de exposi¢cao
foram escolhidas baseado em dados da literatura em que a ha inducdo de EROs pela
cisplatina (KELLEY, et al., 2014). Além disso, limitamos também o tempo de 1 hora
para conseguir visualizar as EROs caso mecanismos intracelulares de controle de
EROs fossem suficientes para contrapor o EO em 24 horas.

A primeira técnica que utilizamos para quantificar as EROs foi por ressonancia
paramagnética eletrbnica e observamos que nenhuma das concentragbes de
cisplatina em qualquer dos tempos estipulados induziu aumento da sintese de EROs
na cultura de células de GRDs, contrapondo dados bem estabelecidos da literatura
(JIANG et al., 2008; KELLEY et al. 2014; KHAZABOVA et al., 2019). Diante desse
resultado negativo, decidimos realizar duas curvas tempo-resposta de 0 até 120
minutos, com duas concentracbes diferentes de cisplatina. Dessa maneira,
presumimos que seria possivel observar o aumento da sintese de EROs no nosso
modelo em cultura de células de GRDs. Novamente, ndo observamos que o
tratamento com cisplatina induzia a sintese aumentada de EROs, indicando que o
antitumoral ndo induziu EO.

Uma vez que observamos resultados negativos contrastantes daqueles da
literatura avaliamos se a auséncia de efeito era em decorréncia de uma possivel
degradacgado da spin probe. Assim, verificamos em amostras de sabido estresse
oxidativo estabelecido e observamos que nao havia problemas com o reagente de
detecgdo. Assim, pressupomos que poderia haver interacdo quimica entre a spin
probe e a cisplatina, o que explicaria tal auséncia de efeito. Entretanto, nao foi possivel
avaliar tal suposicdo e decidimos realizar os ensaios de detecgao de EROs por
fluorimetria. Entéo, reavaliamos o EO por fluorimetria no modelo de neurotoxicidade

de células neuron-like, cultura de células PC-12 diferenciadas. Essas células sao
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oriundas de feocromocitoma de ratos da espécie Rattus norvegicus e seu uso decorre
do fato delas compartiharem a mesma origem embrionaria dos neurbnios
(UNSICKER et al., 2005). Essa origem compartilhada faz com que essas células
tenham caracteristicas semelhantes aos neurbnios e nos permite utiliza-las em
estudos sobre fungdo, desenvolvimento e diferenciacdo neuronal, sinalizagao
intracelular e também em estudos de neurotoxicidade (GREENE E TISCHLER, 1976;
LI et al., 2017). Para que tais estudos sejam realizados, essas células precisam ser
expostas a compostos estimulem sua diferenciacdo, como o NGF utilizado nesse
trabalho, que cessa a divisdo celular e promove alteragdo fenotipica (crescimento e
desenvolvimento de neuritos), além de tornar as células eletricamente excitaveis
(GREENE E TISCHLER, 1976; JANCSO, KIRALY E JANCSO-GARBOR, 1977).
Assim, analisamos o efeito da cisplatina em duas concentragdes (30 uM e 100 uM)
por 1 hora. Ambos os tratamentos citados induziram aumento da fluorescéncia da
diclorofluoresceina altamente fluorescente, produto gerado em decorréncia da
presenga de EROs. Ainda, mostramos que 100 uM de cisplatina induziu a sintese
maior de EROs do que 30 uM. Assim, indicando que a cisplatina induz EO no nosso
modelo de neurotoxicidade, o que esta de acordo com predi¢cdes da literatura tanto
em cultura de células PC-12 (LI et al., 2015; SHOKOOHINIA et al., 2017) quanto em
cultura de células de GRDs (JIANG et al., 2008; KELLEY et al., 2014).

Visto que confirmamos o aumento da concentragao de EROs pela cisplatina, o
préximo passo foi verificar se o extrato de E. dysenterica induzia estresse oxidativo no
nosso modelo de neurotoxicidade. Embora a atividade antioxidante da E. dysenterica
esteja bem documentada na literatura (CLEMENTINO et al., 2016; FEREIRA-NUNES
et. al., 2018), decidimos confirmar a auséncia de efeito indutor de EO no nosso modelo
e excluir a interferéncia de componentes do extrato na fluorescéncia a ser mensurada.
Assim, investigamos duas concentragdes desse extrato e observamos que nenhuma
delas induziu qualquer alteragao da fluorescéncia avaliada, indicando auséncia de EO
no nosso modelo e também mostrou que ndao houve qualquer perturbacdo da
fluorescéncia emitida, ja que os valores foram similares ao do grupo controle e tal
interferéncia incorreria na variagdo da mesma. Esses resultados corroboram os
achados por Avila e colaboradores (2016), em que células AMJ2-C11 foram tratadas
com 80 pg/mL de extrato de hidroalcéolico de E. dysenterica por 1 hora e ndo houve

inducao de EROs. Dessa forma, demos prosseguimento as nossas investigacoes.
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Estabelecidas as concentracdes da cisplatina que induzem EO, auséncia de
indugdo de EO pelo extrato, foi possivel avaliar se o extrato era neuroprotetor em
relagao a esse aspecto da cisplatina. Dessa forma, as culturas de PC-12 diferenciadas
foram pré-tratadas com o extrato de E. dysenterica por 23,5 horas e posteriormente
foi adicionado a cultura o tratamento com o antitumoral por 1 hora. Observamos que
o pré-tratamento com o extrato preveniu completamente o efeito da cisplatina,
confirmando sua atividade antioxidante. Tal atividade pode ser em decorréncia da
atividade de duas principais moléculas encontradas nesse extrato, a quercetina e a
catequina, como revisado por Xu e colaboradores (2019) e Bernatoniene e
colaboradores (2018). Estudos apontam que esse efeito ocorre em decorréncia de
diversos mecanismos, tais como aumento da sintese de Nrf2 e a capacidade de
eliminagao direta de EROs por essas moléculas, onde ha interrup¢cado do ciclo de
geracéao de tais moléculas (FAN et. al., 2017; GRANADO-SERRANO et. al., 2012). A
atuagdo majoritaria dessas duas moléculas, juntamente com outros componentes
ainda desconhecidos, pode ter efeito aditivo em relacdo a atividade antioxidante
observada. Por exemplo, em estudo com cultura celular de HepG2-C8, foi demostrado
que a quercetina possuia efeito antioxidante contra o estresse oxidativo causado pelo
H202 apenas a partir de 25 uM (SAW et al., 2014). O mesmo ocorre com a catequina,
onde o pré-tratamento por 15 minutos com 10 uM desse composto induz uma redugéo
parcial do estresse oxidativo induzido pelo cotratamento com 10 uM da proteina
amioide por 24 horas em cultura primaria de neurdnios corticais (BAN et. al., 20006).

Buscando entender como as células neuronais respondem a neurotoxicidade
da cisplatina, quantificamos a expressao génica de SOD-2 e NRF2, ambas proteinas
envolvidas no controle do estresse oxidativo. A SOD-2 é a enzima responsavel por
desmutar o radical superoxido, isto €, responsavel por transformar o O em H202, um
radical de oxigénio menos reativo, e em oxigénio molecular. Na célula, essa enzima é
expressa constitutivamente e esta presente na matriz mitocondrial para regulagao de
EROs produzidas pela cadeia transportadora de elétrons. Aqui, mostramos que o
tratamento com cisplatina aumenta a expressdo génica dessa enzima nas culturas
primarias de células GRDs. Esse aumento que observamos pode ser a resposta
celular ao estresse oxidativo induzido pela cisplatina. Por exemplo, Jo e colaboradores
(2019) mostraram que cultura celular de células auditivas House Ear Institute-Organ
of Corti 1 (HEI-OC1), havia aumento da expressdo génica dessa enzima apos
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tratamento com 30 uM de cisplatina por 15 horas, que € um resultado similar ao de
Zhang e colaboradores (2020), em que o tratamento com 30 uM de cisplatina na
mesma linhagem celular por 24 horas também aumentou tal express&o. Entretanto,
nao obtivemos modulagao da expresséo génica de NRF2 na cultura de DRGs ou de
células neuron-like. E esse resultado possa ser em decorréncia da expressao
dindmica dessa proteina, em que a depender da duragao do estimulo, ha uma maior
ou menor expressdo desse receptor (ZHANG et. al., 2020). Esses autores
confeccionaram uma curva tempo-resposta de cisplatina (0, 8, 16 e 24 horas) em
células HEI-OC1, e demonstraram que a expresséo génica de NRF2 se comportava
com uma curva em “U” invertido. Esse mesmo efeito ocorreu com Granado-Serrano e
colaboradores (2012), em que observaram o efeito dual sobre a expressao proteica
de NRF2, que em células HepG2 ha em um primeiro momento aumento da expresséo
(com pico em 60 minutos) e posteriormente reducao, a partir de 2 horas até 18 horas
de tratamento. Esse mesmo fendmeno pode estar acontecendo no nosso modelo, pois
observamos a redugao da expressao génica dessa proteina apos o tratamento com o
extrato de E. dysenterica apenas na cultura primaria de células de GRDs.

Uma maneira de avaliar entdo o papel do NRF2 seria avaliar a sua translocacao
para o nucleo celular, onde ocorre a sua ligagao ao elemento responsivo antioxidante.
Assim, pode ser que haja uma maior ligacdo dessa proteina ao DNA, como mostrado
por Kawashiri e colaboradores (2018), em que foi observado uma maior ligagado do
NRF2 ao DNA em células PC-12 diferenciadas tratadas com 3 uM de oxaliplatina por
24 horas apesar dos dados da literatura apresentarem uma expressao dinamica dessa
proteina.

Em busca de avaliar se a neuroprotegao do extrato de E. dysenterica frente ao
estresse oxidativo da cisplatina envolvia a participagdo da via Nrf2/Keap1/ARE,
avaliamos se ativadores especificos da via, sulforafano e oltipraz, tinham resultados
similares aos observados pelo extrato sobre a fungéo neuronal. Ressaltamos que as
concentragbes desses farmacos foram escolhidas baseado em dados ja publicados
na literatura. Um exemplo é que o tratamento com sulforafano nas concentragdes de
10 e 20 uM por apenas 6 horas aumentou a sintese de proteinas neuronal e sinaptica
em cultura primaria de neurdnios corticais de camundongos da linhagem ICR (KIM et
al., 2017). Assim, decidimos construir uma curva concentracéo-efeito a partir dessas

duas concentragdes. Quanto ao oltipraz, a inibigdo da produgcdo de NO; em células
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microgliais tratadas com LPS é alcangcada com 50 pM desse farmaco. Portanto,
também construimos curva concentracéo-efeito para este farmaco em nosso modelo
experimental de cultura primaria de células de GRDs partindo desta concentragao
(FURGE et al., 2004).

Diferentemente do extrato, ambos os ativadores aumentaram a liberagado de
CGRP quando as células foram expostas a capsaicina, porém, sem reduzir o conteudo
total desse peptideo. Também observamos que a liberacdo de CGRP basal (pré e pos
estimulo despolarizante) aumentou devido aos tratamentos com esses ativadores.
Esse aumento da liberacdo de CGRP apds estimulo pode ter ocorrido devido a
alteracdes na quantidade de calcio intracelular. Por exemplo, dimetil fumarato (DMF),
um outro ativador da via Nrf2/Keap1/ARE, aumenta a concentracdo de calcio
intracelular em cultura primaria de esplendcitos (HERRMANN et al.,, 2019). Esse
aumento do calcio intracelular causado pelo DMF, caso ocorra também nos neurénios
sensoriais, pode mobilizar mais vesiculas sinapticas e consequentemente, liberar
mais CGRP. Cabe ressaltar que esse efeito dos ativadores também foi diferente da
cisplatina, uma vez que esse antitumoral induziu aumento da liberagdo de CGRP sem,
no entanto, reduzir a quantidade total do peptideo. Outra possivel explicagdo para
esse aumento da liberacdo de CGRP é que o receptor de neurotrofinas receptor de
tropomiosina quinase A (TrkA), presente em neurdnios peptidérgicos, isto €, aqueles
que liberaram neuropeptidios, € ativado pelo Nrf2 (KOSAKA et al., 2010). Essa
ativacao desses receptores culmina na liberacdo de peptideos. No entanto, baseado
nos nossos experimentos, ainda nado € possivel descrever os mecanismos que
possam estar envolvidos na modulagado da atividade basal de liberagcdao de CGRP.

Além de antioxidante e anti-inflamatéria, ativagcdo da via Nrf2/Keap1/ARE
também induz crescimento de neuritos em células neuron-like. Kosaka e
colaboradores (2010) demonstraram que o acido carnosinico induzia o crescimento
dessas estruturas neuronais em células PC-12 diferenciadas com colageno IV via
sinalizagao pelo receptor TrkA e ativagao do Nrf2. Uma vez que a cisplatina reduz o
comprimento dos neuritos (FERREIRA et al., 2016), € possivel que agentes com
atividade antioxidante também induzam crescimento dos neuritos no nosso modelo
de neuropatia periférica. Assim, avaliar a neuritogénese € uma estratégia interessante,
visto que ela é considerada um fator preditivo de neuroplasticidade.

Para testar tal hipotese, tratamos células PC-12 diferenciadas com cisplatina,

uma vez que agentes neurotdxicos que induzam alteragbes morfoldégicas nos
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neurdnios, tais como reducado do tamanho de neuritos podem ser examinadas in vitro
(DAS et al., 2004). Observamos reducgéo dos neuritos em decorréncia do tratamento
com cisplatina, o que esta em consonancia com descri¢gdes prévias (KAWASHIRI, et.
al., 2018), porém, essa redugéo nao foi prevenida pelo tratamento com o extrato de
E. dysenterica, indicando que o efeito neuroprotetor do extrato ndo abrange a
morfologia celular. Baseado nos resultados apresentados, nossa hipotese é de que a
neuroprotecdo mediada do extrato de E. dysenterica contra o estresse oxidativo da
cisplatina ocorre por vias diferentes da ativagdo da via Nrf2/Keap1/ARE, tal como
atuacdo direta dos seus componentes sobre as EROs, o que também explica a
auséncia de efeito sobre a neuritogénese, aqui avaliada.

Cabe ressaltar que ainda n&o esta estabelecido se os antioxidantes sao
agentes preventivos da NPIQ. Em 2010, Carozzi e colaboradores compilaram em uma
revisdo de literatura estudos ndo-clinicos e clinicos sobre o papel do EO e o
tratamento antioxidativo em neuropatia induzida por derivados da platina e verificaram
o potencial uso de antioxidantes na NPIQ. Embora estudos clinicos sobre esse tema
ainda tenham resultados conflitantes (ARGYRIOU et al., 2006; KOTTSCHADE et al.,
2011; LEAL et al., 2014), pode ser que o tratamento prévio com extratos de plantas
tenha sucesso. Essa possibilidade advém da presenca de inumeros compostos
nesses extratos que podem atuar em diferentes frentes contra a neuropatia. Um
exemplo sio flavonoides, que atuam diretamente bloqueando a produgao de EROs
(AZEVEDO et al., 2013) e tem atividade anti-inflamatoria e antinociceptiva
(AGARWAL, 1982; FERRANDIZ e ALCARAZ, 1991; TALL e RAJA, 2004).

Além disso, € importante enfatizar que a NP causada pelos quimioterapicos &
diferente de outras neuropatias em relacdo ao seu tratamento. No caso na NPIQ, é
possivel realizar tratamento preventivo, uma vez que o seu inicio pode ser
programado. Essa caracteristica confere a NIPQ uma posi¢cao de destaque frente as
demais neuropatias periféricas, pois sabendo do inicio do tratamento antitumoral, é
possivel que o paciente tenha efeitos adversos reduzidos ou ausentes.

E necessario que confirmemos os achados nas células neuron-like sobre o
estresse oxidativo e sobre o crescimento de neuritos nos neurdnios sensoriais
presentes na cultura primaria de células de GRDs, sendo essa portanto, limitagdes
desse estudo. E pertinente salientar ainda que esses s&o resultados provenientes de
analises dos resultados de culturas celulares, logo, eles excluem a complexidade das

interagdes entre as células e tecidos de um organismo vivo, sendo essa, portanto,
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outra limitagdo desse estudo. Apesar do modelo in vitro de NPIQ ser extremamente
importante para isolar as altera¢gées que ocorrem com os ganglios das raizes dorsais
durante e apds o tratamento quimioterapico, € crucial ter prudéncia ao extrapolar
esses dados para o que ocorre in vivo. Infelizmente, uma importante barreira para o
uso de extratos é a necessidade da sua padronizagdo e a escassez de estudos
cientificos acerca das suas atividades bioldgicas, especialmente em relagéo ao extrato
da E. dysenterica.

De forma mais ampla, estudos de etnofarmacologia, como este aqui
apresentado fortalecem a farmacologia e pesquisas nesse campo de conhecimento
sdo de suma importancia para o avanco da terapéutica. Devido ao seu tamanho
continental e caracteristicas geograficas, o Brasil nos oferece inumeras possibilidades
de uso sustentavel das plantas, o que significa que € possivel explorar
conscientemente diversos extratos de plantas, como preconizado pela economia
verde.

Os extratos por sua vez sdo um concentrado de diferentes moléculas extraidas
com potencial efeito biologico. Esse € o principal motivo de estimulo do seu uso, uma
vez que os compostos com atividades farmacologicas podem ter efeitos aditivos e até
mesmo sinérgicos, em relagdo a determinado efeito. Além disso, esses extratos
podem atuar em diferentes frentes no combate a determinadas patologias, que nao
sdo alcangados com o uso de apenas uma molécula isolada. Além disso, seu uso se
torna plausivel em decorréncia da facilidade de obtencéo e baixo custo de produgao,
diferentemente dos compostos isolados. Todas essas caracteristicas colocam os
extratos de produtos naturais, como os oriundos de plantas, em posicdo de destaque

na ciéncia brasileira
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6. CONCLUSAO

Nesse trabalho, exploramos os efeitos do extrato de E. dysenterica no modelo
de NPIQ in vitro e demonstramos que ele ndo € téxico para a cultura de células de
GRDs e que nao interfere na atividade antitumoral da cisplatina. Além disso, previne
o aumento da sensibilidade neuronal induzido pela cisplatina, bem como o estresse
oxidativo. Mostramos que a cisplatina induz processo inflamatorio e modula a
expressao génica de mediadores antioxidantes, além de mostrarmos que a ativagéo
da via Nfr2/Keap1/ARE em neurdnios sem estresse oxidativo induz sensibilizag&do
neuronal. Por fim, mostramos que o citado extrato ndo interfere no crescimento de
neuritos alterado pela cisplatina.

Em relagéo ao extrato de E. dysenterica mostramos que ele é neuroprotetor no
modelo de NPIQ apresentado e tais resultados contribuem para o entendimento dos
mecanismos fisiopatoldgicos e sobre a neuroprotegdo da NPIQ, sendo, portanto, um

promissor agente farmacolégico.
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9. ANEXO 2
CARTA A COMUNIDADE

Foi tentando entender e extrair ao maximo o que o nosso Cerrado nos oferece,
que essa pesquisa foi realizada. Foi idealizada por cientistas que estavam e ainda
estdo preocupados com problemas que afetam a nossa saude. Nesse trabalho, nés
investigamos uma planta nativa do Cerrado, a Cagaita, e buscamos verificar se ela
tinha algum efeito sobre a neuropatia periférica, um efeito ruim que acontece
rotineiramente com pessoas que tém que fazer quimioterapia para tratar o cancer. Em
ultimo caso, a neuropatia dos quimioterapicos reduz a qualidade de vida dos
pacientes. Nesse trabalho nds avaliamos se o extrato das folhas da Cagaita era bom
contra a toxicidade da cisplatina (um quimioterapico muito utilizado, inclusive em
cancer de pulm&o) e descobrimos nas nossas analises que a Cagaita n&o era toxica
para nossos neurdnios e que nao atrapalhava o tratamento quimioterapico. Isso é
extremamente importante, pois € o primeiro passo indicando que ha chances de que
achemos algum tratamento para a neuropatia citada. Também descobrimos que a
Cagaita é protetora de alguns mecanismos téxicos da cisplatina, como protecéo direta
de atividade dos neurbnios e também contra o estresse oxidativo (aquele sempre
falado no envelhecimento, mas que esta presente em diversas doencgas e sintomas,
como aqui).

Esses resultados sdo muito importantes, pois abrem as portas para futuras
pesquisas. Pode ser que tenhamos aqui no Cerrado, escondido em alguma folha,
semente ou fruto, o tratamento de um problema que afeta n&o sé os brasileiros, mas
também cidaddos do mundo inteiro. A Cagaita que investigamos, se mostrou
promissora, mas precisamos realizar varios outros testes para afirmar que ela protege
os pacientes da neuropatia. Quem sabe futuramente ndo podemos fazer tratamento
com fitoterapicos dessa planta juntamente com a quimioterapia?

Nossas plantas sao baus de tesouro a serem achados, séo livros excelentes
ainda a serem lidos, sdo musicas maravilhosas a serem ouvidas. Nés ja temos o
Acheflan, um remédio bastante utilizado que foi desenvolvido e produzido no Brasil a
partir da nossa flora, e diante desse fato, me pergunto: o que mais ainda ha para ser
descoberto? Quais doengas podemos tratar? Quanto ainda conseguimos ajudar?

Essas perguntas guiam todo cientista e os esforgos da comunidade cientifica
sdo para que a vida do ser humano seja facilitada ao maximo e mais especificamente,
nos da area da saude, buscamos que nossa vida seja mais longeva possivel da melhor
forma disponivel. Nesses tempos obscuros, dificeis e de negacionismo, valorizar a
ciéncia é o caminho para o progresso. E uma via de mao dupla e isso significa que
investir no nosso trabalho € o caminho para o desenvolvimento da nossa espécie, pois
guando o cientista acerta, € a populagao que colhe os louros.

Ca estamos, GRACAS A CIENCIA. Viva a ciéncia e um viva a ciéncial

Henrique Rodrigues de Oliveira



