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RESUMO

A dor neuropatica ¢ classificada como uma dor cronica caracterizada pela lesdo nas fibras
nervosas sensitivas, causando alodinia e hiperalgesia. A farmacoterapia atual ¢ restrita ao uso
off-label de farmacos utilizados em outras doengas, dessa forma as plantas medicinais podem
fornecer novas opgdes para o tratamento da dor neuropatica. Nesse contexto, tem se destacado
a Epiisopiloturina (EPIT), alcaloide isolado de sub-produto durante a extrag@o de pilocarpina
das folhas de Pilocarpus microphyllus. Portanto, o objetivo do presente estudo foi avaliar o
efeito da EPIT sobre parametros bioquimicos do sangue e o comportamento dos animais
durante a sua avaliacdo no modelo de dor neuropatica em ratos. Os animais foram tratados
com EPIT (1,5; 3, 4 e 5 mg/kg, v.0.) e avaliados pardmetros bioquimicos (creatinina, ureia,
HDL, triglicérides), hematologicos e comportamental, paralelo as avaliagdes da atividade
antinociceptiva (teste do Von Frey), para avaliar de maneira preliminar possivel toxicidade da
EPIT. A avaliagdo comportamental deu-se através do teste do campo aberto. Apés os testes
comportamentais, os animais foram ecutanasiados para a coleta de tecido hepatico
(determinacdo de glutationa reduzida (GSH) e malondialdeido (MDA) ¢ rins para analise
histopatologica juntamente com o figado. A EPIT (1,5; 3 e 4,5 mg/kg) foi capaz de aumentar
o limiar da dor nos animais que tiveram a substincia administrada, além de influenciar
positivamente no comportamento através do aumento do numero de cruzamentos e grooming
no teste do campo aberto. A EPIT ndo interferiu significativamente no aumento dos niveis de
GSH e MDA induzido pela neuropatia. Os parametros bioquimicos (ureia, creatinina, HDL e
triglicérides) ndo diferiram significativamente em relagdo ao grupo controle (ndo tratados).
Nao foram observadas alteragcdes no nimero de hemacias, plaquetas e hemoglobina. A analise
histopatologica do tecido hepatico e renal mostrou algumas alteracdes (avaliada por escores)
induzidos pela EPIT (1,5; 3 e 4,5 mg/kg). Nos rins, a dose de 1,5 mg/kg aumentou congestao
vascular e infiltrado celular, enquanto no figado as maiores doses foram as que induziram
alteracdes em relacdo ao grupo controle (neuropatia, ndo tratado). Em concluséo, nosso estudo
mostrou de forma inédita o efeito antinociceptivo da EPIT no modelo de dor neuropatica
induzida pela ligadura do nervo safeno, que parece ndo estar associado a uma toxicidade
bioquimica, hematologica, e quanto aos estudos histopatologicos, estudos adicionais estdo na

agenda de pesquisa, muito embora os dados sugerem auséncia de toxicidade importante.

Palavras-chave: Epiisopiloturina; Dor neuropdtica; Toxicidade.



ABSTRACT

Neuropathic pain is classified as chronic pain characterized by damage to sensory nerve
fibers, causing allodynia and hyperalgesia. Current pharmacotherapy is restricted to the
off-label use of drugs used in other diseases, so medicinal plants can provide new options for
the treatment of neuropathic pain. In this context, Epiisopiloturine (EPIT) has been
highlighted, an alkaloid isolated from a by-product during the extraction of pilocarpine from
the leaves of Pilocarpus microphyllus. Therefore, the aim of the present study was to evaluate
the effect of EPIT on blood biochemical parameters and animal behavior during its evaluation
in the model of neuropathic pain in rats. The animals were treated with EPIT (1.5; 3,4 and 5
mg/kg, p.o.) and biochemical parameters (creatinine, urea, HDL, triglycerides), hematological
and behavioral parameters were evaluated, parallel to the evaluation of antinociceptive
activity (Von test Frey), to preliminarily evaluate possible EPIT toxicity. The behavioral
evaluation was carried out through the open field test. After the behavioral tests, the animals
were euthanized for the collection of liver tissue (determination of reduced glutathione (GSH)
and malondialdehyde (MDA) and kidneys for histopathological analysis together with the
liver. EPIT (1.5; 3 and 4.5 mg/kg) was able to increase the pain threshold in animals that had
the substance administered, in addition to positively influencing behavior by increasing the
number of crossings and grooming in the open field test. EPIT did not significantly interfere
with the increase in levels of GSH and MDA induced by neuropathy. Biochemical parameters
(urea, creatinine, HDL and triglycerides) did not differ significantly in relation to the control
group (untreated). No changes were observed in the number of red blood cells, platelets and
hemoglobin. Histopathological analysis of the hepatic and renal tissue showed some
alterations (assessed by scores) induced by EPIT (1.5; 3 and 4.5 mg/kg).In the kidneys, the
dose of 1.5 mg/kg increased vascular congestion r and cellular infiltrate, while in the liver the
highest doses were those that induced alterations in relation to the control group (neuropathy,
untreated). In conclusion, our study showed, for the first time, the antinociceptive effect of
EPIT in the model of neuropathic pain induced by saphenous nerve ligation, which does not
seem to be associated with biochemical, hematological toxicity, and regarding
histopathological studies, additional studies are on the agenda of research, although the data

suggest an absence of important toxicity.

Keywords: Epiisopiloturine; neuropathic pain; toxicity .
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1 INTRODUCAO

A dor neuropatica (DN) ¢ caracterizada pela ativacdo anormal das vias de
condugcdo da dor e se manifesta como alodinia mecanica e hipersensibilidade térmica
resultante da ativagdo de algumas vias nociceptivas (WONG et al., 2020). Assim, na tentativa
de inibir a ativagdo destas vias, a farmacoterapia atual ainda ndo obteve sucesso e, associado a
isto, tem-se varios efeitos adversos decorrentes dos farmacos utilizados que interferem na
qualidade de vida dos pacientes. Baseado nisto, o estudo dos metabolitos secundarios
advindos das plantas tem sido extensivamente estudados como fonte de novas alternativas
terapéuticas (DALLAZEN et al.,2022).

Dessa forma, as plantas podem ser uma ampla fonte de moléculas bioativas que
podem ser utilizadas no tratamento da dor neuropatica (QUINTANS et al, 2014). Entre as
classes de produtos naturais, o alcaloide Epiisopiloturina (EPIT) ¢ uma substancia obtida da
planta nativa do Norte e Nordeste Pilocarpus microphyllus Stapf ex Wardlew, que demonstrou
atividade antiinflamatoria em estudos anteriores (ROCHA et al., 2019; CARVALHO et al.,
2018; SILVA et al., 2013; NICOLAU et al., 2017; SOUSA, 2022). Portanto, o Centro de
Estudos Farmacéuticos ¢ Cosméticos (CEFAC) da Universidade Federal do Ceara, vem
estudando a utilizagdo da EPIT no modelo experimental de dor neuropatica induzida por
ligadura do nervo safeno em Rattus novergicus para determinar sua bioatividade. Mas, além
de determinar a atividade farmacologica da EPIT in vivo, é importante que seja determinada a
sua atividade toxica no modelo experimental, para que seja tragcado o perfil de seguranca e
eficacia.

Baseado nas informagdes supracitadas faz-se necessario realizar a determinagdo da
atividade toxica da EPIT no modelo experimental de dor neuropatica. A atividade toxica sera
mensurada pela determinagdo dos niveis bioquimicos de Glutationa Reduzida (GSH) e
Malondialdeido (MDA) no figado para investigacdo do estresse oxidativo induzido pela
substancia teste (AYALA; MUNOZ; ARGUELLES, 2014; OWEN; BUTTERFIELD, 2010;
TSIKAS, 2016; DRAPER; HADLEY, 1990). De forma complementar serdo realizados
hemograma e determinagdo de pardmetros bioquimicos do sangue periférico, além de exames
histopatologicos em rim e figado para tracar o perfil de toxicidade (KHEIRIPOUR et al.,
2008; RAHDAR et al. 2021; MALAYAPPAN et al., 2021). Para avaliar o limiar nociceptivo
serd utilizado o teste de von Frey na mensuracdo da alodinia mecénica e o teste de campo
aberto sera utilizado para avaliar o comportamento dos animais tratados com EPIT nas

concentragdes (1,5; 3 e 4,5 mgkg) (DEUIS; DVORAKOVA; VETTER, 2017,
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SILVA-CARDOSO et al., 2021; PRUT; BELZUNG, 2003; KRAEUTER; GUEST,;
SARNYIA, 2019). Nao ha relatos na literatura de trabalhos que tracaram o perfil de
toxicidade associado a testes comportamentais no modelo animal de dor neuropatica, dessa
forma o presente trabalho serda inédito e servira de suporte para outros possiveis futuros

ensaios pré-clinicos in vivo e clinicos utilizando a EPIT.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Dor neuropatica

A Associacdo Internacional para o Estudo da Dor (IASP) define a dor como
“experiéncia sensitiva e emocional desagradavel associada, ou semelhante aquela associada, a
uma lesdo tecidual real ou potencial”. A dor, portanto, engloba componentes psicoldgicos,
sociais, culturais e fisiopatologicos. Dentre os tipos de dores estd a dor cronica que ¢
caracterizada pela duracdo prolongada dos estimulos dolorosos, afetando negativamente a
qualidade de vida das pessoas que sdo acometidas (COHEN; VASE; HOOTEN, 2021). Nesta
categoria estd a dor neuropatica, que ¢ definida pela IASP como “dor decorrente de doengas
ou lesdes que afetam o sistema somatossensorial”. No Brasil ¢ estimado que cerca de 40% da
populacdo ¢ acometida de dores cronicas, sendo 10% desse total com caracteristicas de dor
neuropatica. Dessa forma, a dor neuropdtica tem grande importancia clinica (POSSO;
PALMEIRA; VIEIRA, 2016).

A sintomatologia da dor neuropatica varia bastante entre os individuos,
considerando que cada pessoa tem uma percepgao individual da dor. Diferentes mecanismos
fisiopatoldgicos que acometem os nervos periféricos ou causam desregulacdo da percepgdo da
dor a nivel do sistema nervoso central sdo atualmente conhecidos, embora ndo elucidem
completamente a complexidade da dor neuropatica (MEACHAM et al., 2017; FINNERUP ef
al., 2021)

Na dor neuropdtica, as lesdes nas fibras nervosas sao conhecidamente envolvidas
na fisiopatologia, podendo induzir o aumento da expressdo de canais de sodio dependentes de
voltagem e alteracdes nos canais de potassio dependentes de voltagem, causando alteracdes
nas excitabilidades nervosas e aumentando a sensibilidade a dor, que sdo caracteristicas da
alodinia. Também as lesdes nervosas induzem a expressdo aumentada de receptores de
potencial transitorio vaniloide subtipo 1 (TRPVI1). Os receptores TRPV1 sdo ativados
fisiologicamente na presenga de temperaturas em torno de 41°C, mas na presenga de lesdo
nervosa nas terminagdes nociceptivas, estes sdo ativados inclusive pela propria temperatura
normal do corpo, causando a hiperalgesia ao calor. Os processos inflamatdrios decorrentes das
lesdes das fibras nervosas causam a ativagdo e migracdo de macréfagos que irdo liberar
citocinas pro-inflamatorias aumentando a sensibilidade a dor (MEACHAM et al., 2017,

BARON; WASNER, 2010; LEE; NEUMEISTER, 2020).
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A nivel de sistema nervoso central (SNC) a liberacdo continua de
neurotransmissores excitatorios pelas fibras periféricas aferentes no corno dorsal da medula
espinhal, causam alteragdes poOs-sinapticas como o aumento na expressdo de receptores de
glutamato AMPA (4cido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropionico,) ¢ NMDA
(N-Metil-D-Aspartato) nestes neurdnios de segunda ordem. Assim, a amplificacdo do sinal de
dor ¢é potencializado. A desregulacio da modulagdo da dor na medula espinhal por
mecanismos inibitorios envolvendo o sistema opiodide, serotoninérgico e¢ noradrenérgico pode
estar desbalanceado em relacdo as vias excitatérias da dor. Diversos outros mecanismos €
condigoes de saude também estdo relacionados a dor neuropatica como processos infecciosos,
tumores ¢ alteragdes metabolicas (BARON; WASNER, 2010; LEE; NEUMEISTER, 2020).

Em decorréncia da complexidade dos mecanismos fisiopatologicos da dor
neuropatica, ¢ importante que sejam disponibilizados no mercado farmacéutico novos
farmacos para o tratamento desta condi¢do. Muitos pacientes sofrem com a refratariedade aos
tratamentos farmacologicos e ndo-farmacoldgicos disponiveis na clinica. Além disso, o
impacto na vida social, emocional e econdomica dos pacientes com dor neuropatica é

consideravel e preocupante (AKYUZ; KENIS, 2013).

2.2 Tratamentos da dor neuropatica

O tratamento da dor neuropatica ¢ desafiador e necessita de um acompanhamento
multiprofissional dos pacientes. As condicdes emocionais, fisiopatologicas, idade,
comorbidades e percepcdes pessoais influenciam diretamente na resposta ao tratamento e
precisam ser avaliadas. E preciso antes de instituir o tratamento, realizar educagdo em satde
destes pacientes para conscientizagao acerca das suas condigoes de satde, estabelecimento de
metas terapfuticas e aumentar a adesdo a farmacoterapia e terapias nao-farmacologicas,
quando necessario (BARON; WASNER, 2010).

No tratamento farmacologico da dor neuropatica, estdo disponiveis na primeira
linha os gabapentinoides pregabalina e gabapentina, farmacos que agem através da ligagdo a
subunidade a2-8 dos canais de calcio dependente de voltagem, causando a redugéo do influxo
de calcio intracelular com consequente alteracdo na liberacdo de neurotransmissores em
terminais centrais de nociceptores. Apesar das poucas intera¢gdes medicamentosas com outros
farmacos, a pregabalina e gabapentina precisam ser utilizadas com cautela em pacientes com
insuficiéncia renal e idosos, devido ao risco de sofrer quedas. Também ¢ associado ao uso dos

gabapentinoides efeitos adversos como vertigem, letargia e edema periférico. A pregabalina
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apresenta caracteristicas farmacocinéticas favoraveis que permitem sua a¢ao analgésica mais
rapida em relagdo a gabapentina (DERRY et al, 2019; BARON; WASNER, 2010;
ONAKPOYA et al., 2019; CAVALLI, 2019).

Ademais, na primeira linha de tratamento da dor neuropatica, estdo os os
antidepressivos triciclicos (ATCs), que sdo bloqueadores da recaptagdo de serotonina e
norepinefrina e, em menor nivel, de dopamina. A amitriptilina, representante do grupo dos
ATCs, também ira tratar a depressdo e ansiedade, que sdo comorbidades prevalentes nos
pacientes com dor neuropatica. O uso dos ATCs requer avaliagéo clinica, devido a capacidade
de bloquear também os receptores adrenérgicos, histaminicos e muscarinicos, causando
reacoes adversas que podem inviabilizar a continuidade do tratamento em alguns pacientes.
Em pacientes com disturbios na conducdo cardiaca, os ATCs sdo contraindicados, bem como
em pacientes com hiperplasia prostatica e glaucoma. Outro grupo de antidepressivos que
podem ser utilizados no manejo da dor neuropatica sdo os inibidores da recaptacdo de
serotonina e norepinefrina (IRSNS) a nivel sinaptico. A duloxetina e a venlafaxina,
representantes deste grupo, precisam também ser utilizadas com critério em pacientes com
doencas cardiacas (FINNERUP er al., 2015; OBATTA, 2017, CAVALLI et al., 2019;
BARON; WASNER, 2010).

Na segunda linha de tratamento, a lidocaina topica € utilizada na concentracao de
5%, na forma de gel ou adesivo. A lidocaina pode ser utilizada no manejo da dor neuropatica
periférica por bloquear de forma inespecifica canais de sdédio em fibras periféricas aferentes.
Os efeitos adversos da lidocaina topica sdo leves e se restringem principalmente no local de
aplicacdo, sendo seu principalmente nos casos em que a causa da dor neuropatica ¢ localizada,
ndo envolvendo mecanismos centrais. O tramadol, agonista dos receptores p-opidides e
também inibidor da recaptagdao de serotonina e norepinefrina, € utilizado como alternativa na
segunda linha de tratamento. Os principais efeitos adversos do tramadol sdo constipacao,
convulsoes, nauseas e vomitos (CAVALLI, 2019; FINNERUP, 2015; BARON; WASNER,
2010).

Por fim, a terceira linha de tratamento da dor neuropatica ¢ composta pelos
opioides fortes, que sdo utilizados sobretudo nos casos de dor neuropatica decorrentes de
canceres, dor neuropatica aguda e exacerbacdo da dor que necessita alivio rapido. A utilizagdo
da morfina e oxicodona na clinica ¢ restrita devido a capacidade de causarem dependéncia e
por terem efeitos adversos graves. Outra alternativa na terceira linha ¢ a utilizagao da Toxina

Botulinica Tipo A (BTX-A), nos casos de dor neuropatica periférica refratdria (CAVALLI et
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al., 2019; MOISSET et al., 2020; ALLES; SMITH, 2018; FINNERUP, 2015; O’CONNOR;
DWORKIN, 2009).

Em relacdo a prevencdo da dor neuropatica, atualmente apenas a vacina contra o
virus Herpes Zoster ¢ eficaz para prevenir a doenga nos casos de dor neuropatica
pos-herpética (OXMAN et al., 2005).

De forma complementar ao tratamento medicamentoso, as medidas ndo
farmacologicas para o tratamento da dor neuropatica podem ser realizadas utilizando
fisioterapia como diatermia, compressas quentes ¢ frias, estimulagdo elétrica transcutdnea do
nervo (TENS), estimulagdo magnética transcraniana, fluidoterapia e hidroterapia. A técnica de
TENS, mostrou eficicia por sugerir a ativagdo de mecanismos centrais de analgesia, bem
como a eletroestimulagdo que pode estimular a microcirculagdo endoneural. A terapia com
laser também pode ser utilizada na fisioterapia para diminuir a dor e inflamagao. Outras
medidas incluem técnicas de reabilitacdo que objetivam a diminui¢do da dor, aumento da
qualidade de vida e diminui¢@o na utilizacdo de medicamentos no manejo da dor neuropatica.
Exercicios terapéuticos podem ser incluidos no tratamento, além de psicoterapia, terapia de
respiracdo e relaxamento muscular, terapia do espelho. Todas essas técnicas e procedimentos
necessitam ser aplicadas em conjunto com a farmacoterapia da dor neuropdtica para alcancar

melhores resultados (AKYUZ; KENIS, 2013; MOKHTARI et al., 2020).

2.3 Alcaloides como fonte de novos farmacos

O uso de plantas como fonte de produtos naturais, mostra um grande potencial
para utilizagdo em varias doencas e podem ser de grande importancia para a industria
farmacéutica. Até o ano de 2013, o Diciondrio de Produtos Naturais registrou cerca de
200.000 metabolitos de origem natural, além de cerca de 15% das intervengdes
medicamentosas em andamento no banco de dados do site ClinicalTrials.gov estarem
relacionadas a farmacos de origem natural. Em relag@o ao desenvolvimento de medicamentos,
28% dos langamentos de farmacos no mercado entre os anos de 1981 e 2002 eram produtos
naturais ou derivados destes (HARVEY; EDRADA-EBEL; QUINN, 2015; KATZ; BALTZ,
2016; MORAES et al., 2015).

Os alcaldides constituem uma das classes de produtos naturais mais rica em
bioatividade, dando origem a medicamentos comercializados e utilizados na pratica clinica
como hioscina (antiemético), morfina (alivio da dor), colchicina (tratamento da gota),

ergotamina (tratamento da enxaqueca), galantamina (Alzheimer), vincristina e vimblastina
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(antineoplasicos). (HEINRICH ef al., 2021; HEINRICH; AMIRKIA, 2014). Nesse contexto,
uma das familias de espécies vegetais que tem contribuido significativamente na descoberta
de novos alcaldides tém sido a familia Rutaceae constituida aproximadamente por 161
géneros e 2070 espécies, sendo que muitas destas tém importancia econdmica, devido ao seu
valor medicinal (PIRANI, J.R. & GROPPO, 2012; ROCHA et al., 2017). O género Pilocarpus
pertence a essa familia e contém espécies medicinais que sdo originarias do Brasil e paises
vizinhos (LIMA et al., 2017). A espécie Pilocarpus microphyllus, pertencente a este género, ¢
conhecida mundialmente devido a presenca do alcaloide pilocarpina nas suas folhas
(PINHEIRO, 2002; LIMA et al., 2017). A pilocarpina ¢ produzido no Brasil em escala
industrial e exportado para a industria farmacéutica internacional (BRANDAO, 2008) devido
a sua utilizacdo para o tratamento do glaucoma e xerostomia (GIL-MONTOYA et al., 2016;
THIEME; RENIER; SCHUART, 2013).

No processo de obtengdo da pilocarpina a partir da extragdo das folhas da planta
Pilocarpus microphyllus, podem ser obtidos também os compostos Epiisopiloturina (EPIT) e
Epiisopilosina (EPIL). A EPIT e EPIL diferem da pilocarpina pela presenga de um
grupamento hidrobenzilico ao invés de um etilico, ¢ assemelha-se a ela por sua estrutura
formada pela presenca de um anel imidazdlico ligado a um ciclopentano heterociclico por
meio de uma ligacdo C-C. A similaridade entre as estruturas destes compostos torna a
Epiisopiloturina e a Epiisopilosina promissores quanto as suas propriedades biologicamente
ativas, e pouco se conhece sobre todas as propriedades desses alcaloides (SANTOS;
MORENO, 2004; TEDESCHI et al., 1973).

Figura 1 - Estrutura quimica da Epiisopiloturina

Fonte: SOUSA, 2022
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Estudos passados mostraram a atividade inibitéria da Epiisopiloturina contra
Schistosoma mansoni b (VERAS et al., 2012; ROCHA, 2017). Ademais, estudo mais recente
de Silva e colaboradores (2013), demonstrou a atividade anti-inflamatéria da Epiisopiloturina
(Img/kg, via intraperitoneal), no modelo de edema de pata e peritonite induzida por
carragenina, através da redugdo nos niveis de TNF, IL-1B, atividade da enzima
mieloperoxidase e redu¢do na contagem total e diferencial de leucocitos. Também foi
demonstrada as propriedades antinociceptivas, através do modelo de dor contorgdo induzida
por acido acético, teste da placa quente e teste de nocicepgdo induzida por formalina. Outro
grupo de pesquisa também mostrou que a EPIT nas concentracdes de 3, 10 e 30mg/kg, via
oral (vo) e intraperitoneal (ip), foram capazes de reduzir os danos teciduais no modelo animal
de gastrite induzida por naproxeno (80 mg/kg, ip) (NICOLAU et al., 2017).

Em estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa, foi demonstrado de maneira
inédita a agdo antiinflamatoria da Epiisopiloturina (EPIT) e a Epiisopilosina (EPIL) em
neutr6filo humano, por reduzirem a produgdo de espécies reativas de oxigénio (EROs),
modularem o influxo de Ca2+ intracelular, reduzirem a expressdo de NF-kB citosolico ¢ a
inibirem a produg@o de TNF e IL-6 (ROCHA et al., 2019). Nosso grupo de pesquisa também
demonstrou recentemente a atividade anti-inflamatéria in vitro da EPIT em modelo de
neuroinflamagdo induzida por lipopolissacarideo (LPS) em células de microglia BV2
(SOUSA, 2022). Portanto nas pesquisas nao clinicas, os modelos experimentais tém um papel
essencial no desenvolvimento de novos farmacos, sendo, por exemplo, relevantes para
mimetizar disturbios periféricos em humanos e avaliar possiveis efeitos toxicos de novos

candidatos a farmacos (GILRON; BARON; JENSEN, 2015)

2.4 Avaliacao da analgesia e teste comportamental

2.4.1 Teste de von Frey

Na dor neuropatica a alodinia é decorrente das alteragdes provocadas pelas lesdes
nas fibras nervosas, aumentando a expressdao de canais de s6dio dependentes de voltagem e
modificagdes no funcionamento dos canais de potadssio dependentes de voltagem. A
metodologia desenvolvida pelo fisiologista Maximilian von Frey, ¢ um método que permite
realizar a mensuragdo da alodinia mecanica em ratos, medida em mili Newton (mN) pelo
analgesimetro digital von Frey. Um estimulo que geralmente ndo ¢ aversivo ¢ aplicado pelo

filamento do analgesimetro digital von Frey, gerando a resposta de retirada da pata do animal.
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O aparelho registra o valor necessario para gerar o estimulo aversivo, quantificando o nivel de
alodinia mecanica do animal (DEUIS; DVORAKOVA; VETTER, 2017; SILVA-CARDOSO
etal., 2021).

2.4.2 Teste do campo aberto

O teste do campo aberto ¢ um modelo experimental utilizado na avaliagdo do
comportamento de animais a fim de avaliar possiveis efeitos estimulatérios ou inibitorios no
sistema nervoso central. Neste teste sdo avaliados comportamentos como locomogao
horizontal, medido através do cruzamentos das linhas horizontais do campo aberto;
Inclinacdes do animal (rearing) e comportamento de lavar a pelagem (grooming). Dessa
forma o teste do campo aberto ird complementar o teste de von Frey, sendo avaliado se a dor
estd influenciando no comportamento dos animais submetidos ao teste do campo aberto e
como a EPIT estd influenciando (PRUT; BELZUNG, 2003; KRAEUTER; GUEST,;
SARNYIA, 2019).

2.5 Avaliacao da toxicidade do composto imidazélico Epiisopiloturina (EPIT)

O uso de plantas medicinais, por ser de facil acesso a populagdo e por muitas
vezes ndo possuir sua eficacia e seguranga bem estabelecidas, torna-se um risco para quem as
usa, podendo vir a causar efeitos deletérios. Dessa forma, destaca-se a importancia das
pesquisas voltadas para o estabelecimento da seguranga de plantas medicinais e fitoterapicos,
estando incluso as pesquisas envolvendo toxicidade in vivo do composto imidazolico
Epiisopiloturina (EPIT) (PEDROSO et al., 2021; SERPELONI et al., 2008).

A Epiisopiloturina (EPIT), por apresentar melhor atividade antiinflamatoria e
antinociceptiva demonstrada em ensaios anteriores, foi selecionada para os estudos in vivo de
avaliagdo da toxicidade no modelo experimental de dor neuropatica. Foi demonstrado por
nosso grupo de pesquisa que a EPIT ndo causa redugdo da viabilidade celular em neutréfilos
humanos, seguindo as metodologias do ensaio do
3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium  Bromide @~ (MTT) e  Lactato
Desidrogenase (LDH) (ROCHA et al., 2019). Em células de mamiferos, utilizando a linhagem
de fibroblastos de rim de macaco (Células Vero), outro grupo de pesquisa demonstrou que a

EPIT também ndo apresenta atividade citotoxica significativa nestas células pelo Ensaio de
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Cristal Violeta (ROCHA et., 2017). Apesar destes achados in vitro, ensaios in vivo sao
necessarios para estabelecer possiveis efeitos toxicos da EPIT nos sistemas e 6rgaos.

O figado, como principal 6rgdo de metabolizagdo de xenobioticos, estd mais
suscetivel a efeitos danosos de substincias exdgenas, portanto, 0 modelo experimental de dor
neuropatica em Rattus novergicus sera submetido ao tratamento com EPIT (1,5; 3 e 4,5
mg/kg) para avaliacdo dos possiveis efeitos toxicos, por meio do estudo de biomarcadores de
estresse oxidativo no tecido hepatico. Através da dosagem dos niveis de malondialdeido
(MDA) e glutationa reduzida (GSH), sera possivel avaliar se a EPIT induz estresse oxidativo
no tecido hepatico (AYALA; MUNOZ; ARGUELLES, 2014; TSIKAS, 2016; DRAPER;
HADLEY, 1990; OWEN; BUTTERFIELD, 2010). Também serd realizado o estudo dos
parametros hematolégicos para verificar a toxicidade da EPIT nas hemacias, plaquetas e
leucocitos, considerando que o sangue € o principal tecido de transporte dos xenobioticos. Os
niveis bioquimicos de creatinina e ureia também serdo mensurados para avaliar a fungdo renal
no modelo experimental apds o tratamento com a EPIT em diferentes concentragdes. E, de
forma complementar, sera feita a determinacdo de colesterol total e HDL (lipoproteina de alta
densidade) para verificar possiveis alteragdes bioquimicas induzidas pela EPIT no modelo
experimental de dor neuropatica (KHEIRIPOUR et al., 2008; RAHDAR et al., 2021;
MALAYAPPAN et al., 2021).

Por fim, a analise histopatologica dos tecidos hepaticos e renal pode ser realizada
para elucidar possiveis danos teciduais induzidos pela EPIT no modelo experimental de dor
neuropatica (GUNADI et al., 2020). Dessa forma, mediantes estes estudos de toxicidade in
vivo, busca-se estabelecer de forma inédita o perfil de toxicidade da Epiisopiloturina no

modelo experimental de Neuropatia do Nervo Safeno em Rattus novergicus.
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3 OBJETIVOS:

3.1 Objetivo Geral

e Avaliar o possivel efeito toxico e comportamental do alcaloide imidazolico
Epiisopiloturina (EPIT) de Pilocarpus microphyllus no modelo experimental de

neuropatia do nervo safeno em Rattus novergicus.

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar o efeito da EPIT sobre o limiar nociceptivo ao longo do desenvolvimento da
neuropatia através do uso de analgesimetro digital, e se esse efeito esta associado ou
nao a alteragdes comportamentais por meio do teste do campo aberto.

e Observar por meio da analise histopatologica dos segmentos hepaticos e renais se a
administracdo cronica da EPIT podera causar dano toxico.

e Verificar se ha alteragdes no hemograma e nos niveis bioquimicos de Creatinina,
Uréia, Colesterol total e Lipoproteina de Alta Densidade (HDL) resultante da
administracao cronica EPIT;

e Determinar atividade antioxidante da EPIT por meio das dosagens de Malondialdeido

(MDA) e Glutationa Reduzida (GSH).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Obtencao da Epiisopiloturina

O alcaloide Epiisopiloturina (EPIT) (99,7% de pureza) foi isolado de sub-produto
gerado durante a extracdo da Pilocarpina das folhas de P. microphyllus. A EPIT foi cedida
pela Phytobios LTDA (Grupo Centroflora, Barueri-SP), sendo a pilocarpina seu produto

comercial.

4.2 Delineamento e local da pesquisa

Os estudos em animais foram realizados apds aprovagio pelo Comité de Etica em
Pesquisa com Animais da Universidade Federal do Ceard. O projeto seguiu os principios e
normas internacionalmente aceitas para utilizagdo de animais em projetos de pesquisa e do
COBEA (Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal). Todos os procedimentos cirirgicos
foram de acordo com a Lei Federal 11.794 de outubro de 2008, da nova resolugdo normativa
do CONCEA, resolucao n° 37, de 15 de fevereiro de 2018, regida pela Sociedade Brasileira
de Ciéncias de Animais de Laboratério. Sendo aprovado pela Comissio de Etica em Pesquisa

Animal (CEUA) da UFC, sob o protocolo n° 24251021-0.

4.3 Populacido / Amostra

Para a realizagdo do estudo foram utilizados ratos machos do género Wistar,
provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do Ceard (UFC) e mantidos no
Biotério do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Faculdade de Medicina da UFC,
alojados em gaiolas com 4gua e racdo ad libitum e aclimatados com ciclos naturais dia/noite
de 12/12h. A alimentacdo foi retirada 15-18 h antes dos experimentos, tendo os animais livre
acesso a agua.

A previsdo do numero de animais nesta pesquisa foi baseada em Daniel (2008),
que coloca uma equacdo utilizada para a determinacdo do tamanho de uma amostra sem
reposi¢do, sendo que a utilizagdo do desvio padrdo obtido na féormula aponta para n = 8

animais por grupo, utilizando um intervalo de confianga de 95%.
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4.4 Delineamento Experimental
Os animais foram divididos nos seguintes grupos, sendo 8 animais por grupo:

Quadro 1 - Distribuicdo do grupos experimentais para os testes de parametros

bioquimicos e histopatologicos

Grupo Caracteristica Tratamento
Controle Controle Experimental Solugdo salina a 0,9%
Sham Falso operado (realizagdo do Solugao salina 0,9%

ato cirurgico sem ligadura
do nervo safeno)

Neuropatia Indugdo da ligadura do Solugdo salina 0,9%
nervo safeno

EPIT 1,5 Inducdo da d do nervo EPIT 1,5 mg/kg
safeno
EPIT 3 Indugdo da ligadura do EPIT 3,0 mg/kg

nervo safeno

EPIT 4,5 Indugdo da ligadura do EPIT 4,5 mg/kg
nervo safeno

Fonte: autoria propria

Os mesmos animais utilizados nos testes bioquimicos e histopatologicos foram
utilizados na avaliacdo da EPIT no teste de von Frey e no teste do campo aberto. O grupo

pregabalina (droga padrdo) também foi considerado nestes testes, conforme o quadro 2.
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Quadro 2 - Distribuicdo dos grupos experimentais para os testes de von Frey e

teste do campo aberto

Grupo Caracteristica Tratamento
Controle Controle Experimental Solugdo salina a 0,9%
Sham Falso operado (realizacao do
ato cirurgico sem ligadura Solugdo salina a 0,9%
do nervo safeno)
Pregabalina Inducao da ligadura do Pregabalina 30 mg/kg
nervo safeno
Neuropatia Indugdo da ligadura do Solugdo salina a 0,9%
nervo safeno
EPIT 1,5 Indugdo da ligadura do EPIT 1,5 mg/kg
nervo safeno
EPIT 3 Indugdo da ligadura do EPIT 3,0 mg/kg
nervo safeno
EPIT 4,5 Indugdo da ligadura do EPIT 4,5 mg/kg

nervo safeno

Fonte: autoria propria

4.5 Procedimento Cirurgico de Inducio da Neuralgia por Ligadura do Nervo Safeno

Na realizacdo da inducdo cirargica da neuralgia por ligadura do nervo safeno,

inicialmente, os animais foram devidamente anestesiados com cetamina (10%) e xilazina

(2%) nas doses de 100 mg/kg e 10 mg/kg, respectivamente, e administradas por via

intraperitoneal (ip). Em seguida os animais foram posicionados em decubito dorsal e

devidamente tricotomizados na regido da superficie da coxa. Apos isso foi feita uma incisdo

(6-7 mm) na superficie medial anterior da coxa direita a uma distdncia de 5 mm medial ao

canal inguinal, sendo a incisdo cutanea sagital-medial ao nervo safeno.

Em seguida o nervo foi suavemente exposto e nos grupos operados ele foi preso

ao redor do nervo, com quatro ligaduras frouxas feitas com uma sutura de nylon 8.0, com

intervalos de lmm entre si. No grupo Sham, o nervo foi deixado intacto. Apds o

procedimento, a incisdo foi suturada, e os animais acondicionados em gaiolas.
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4.6 Protocolo de tratamento

Para a determinacdo dos parametros bioquimicos e alteragdes histopatologicos, no
2° dia ap6s a indug@o da Neuralgia por Ligadura do Nervo Safeno, os grupos Controle, Sham
(falso operado) e Neuropatia receberam solucdo salina a 0,9%, via oral (vo) por 21 dias. Os
grupos EPIT receberam doses de 1,5 a 4,5 mg/kg, vo, de Epiisopiloturina durante 21 dias.
Para os testes comportamentais de von Frey e campo aberto, foi incluido também o grupo

Pregabalina que recebeu o farmaco na dosagem de 30 mg/kg, vo, durante 21 dias.

4.7 Teste de von Frey e teste do campo aberto

4.7.1 Teste de von Frey

Para o teste de nocicep¢do, por estimulacdo mecdnica, 0s animais serdao
submetidos a sessOes de condicionamento durante 10 minutos, até cessar a atividade. O limiar
de nocicepgao do animal sera aferido através do registro da intensidade de forga aplicada na
superficie plantar de ambas as patas traseiras, ja que esta regido da pele estd no centro das
distribuicdes plantares do nervo safeno.

Os testes de nocicep¢do mecénica serdo realizados em um ambiente silencioso e
na penumbra, aleatoriamente, por grupo ¢ numero de animais, durante 7, 14 ¢ 21 dias, duas
vezes ao dia e a cada 3 dias. Durante o periodo de teste, a elevacdo da pata devido a atividade
locomotora normal serd ignorada. Estudos preliminares realizados mostraram que o filamento
de von Frey de 2 g praticamente ndo produz resposta de retirada da pata em animais normais,
o que foi considerado como adequado para avaliar alodinia mecanica por meio do
analgesimetro digital.

Dessa forma, o monofilamento sera aplicado 5 vezes com intervalos de 1 a 2
segundos, em diferentes regides da superficie plantar de ambas as patas traseiras. A resposta
de retirada foi considerada valida apenas quando a pata traseira foi completamente retirada do

contato com a plataforma (CUNHA et al., 2005).

4.7.2 Campo aberto
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Para o teste de atividade locomotora, os animais serdo submetidos a sessoes de
condicionamento durante 10 minutos, até cessar a atividade. A atividade motora do animal
sera aferida, através de um software, o qual, analisara os seguintes parametros: self grooming,
namero de entradas em zona e tempo de permanéncia, perimetro percorrido, trajetoria e
detecgdo de movimentacdo de cruzamentos

Nesse teste, os animais serdo colocados em um ambiente silencioso e na
penumbra, aleatoriamente, por grupo e numero de animais durante 7, 14 e 21 dias, a cada 3
dias. Durante 15 minutos, os animais ficardo em ambientacdo no espaco de realizagdo do
experimento. Em seguida, eles serdo colocados em uma arena de acrilico quadrada preta com
o piso dividido em quadrantes iguais e deixados para explorar o ambiente durante 5 minutos,
no qual, durante este periodo serd registrado por meio de um software, os pardmetros ja

citados (HSIAO et al., 2012).

4.8 Analise histopatoldgica (figado e rim)

Foi realizada em colaboragdo com o Departamento de Patologia e Medicina Legal
da Universidade Federal do Ceard. Apds a eutanasia, os fragmentos de figado e rins
removidos foram fixados por imersdo em formol tamponado a 10%. Durante o processamento
do tecido este foi submetido a desidratacdo. Em seguida, foi realizada a diafanizagdo em xilol
e impregnagdo pela parafina. A inclusdo foi realizada em blocos de parafina. Os cortes
histologicos foram preparados por microtomia, a 4 pm, e corados pela técnica de rotina da
Hematoxilina Eosina (HE). Exame microscopico detalhado dos fragmentos completos dos
orgdos foi realizado em todos os grupos. Foi analisada 01 1amina contendo todos os 6rgdos
por animal.

A classificagdo da extensdo da lesdo foi realizada por meio de escore
histopatologico (GIBSON-CORLEY; OLIVER; MEYERHOLZ, 2013). As analises foram

feitas no Departamento de Patologia e Medicina Legal da Universidade Federal do Ceara.

4.9 Hemograma e parametros bioquimicos

Os animais foram anestesiados com a combina¢do de Xilazina (10 mg/kg, ip) e
cetamina (100 mg/kg, ip), para a obtencdo das amostras de sangue periférico por meio do
plexo orbital, coletados no tubo de coleta contendo heparina sodica 50 U/mL para realizagdo

do hemograma e exames bioquimicos. Foram analisados os resultados de numero total de:
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eritrocitos (106/mm3), hemoglobina (g/dL), leucocitos (103/mm3) e plaquetas (103/mm3); a
concentracdo de hemoglobina (g/dl); determinacdo do hematdcrito (%); Creatinina, ureia,
dosagem de colesterol total e HDL. Todos os dados foram analisados estatisticamente para
verificar possiveis alteragdes (KHEIRIPOUR et al., 2008; RAHDAR et al., 2021;
MALAYAPPAN et al., 2021).

4.10 Estresse Oxidativo

Para esta analise foi necessario a coleta do segmento hepatico apos a eutandsia

dos animais.

4.10.1 Dosagem de malondialdeido (MDA)

O malondialdeido (MDA) constitui um indicador de peroxidag¢ao lipidica, e sua
dosagem permite investigar o estresse oxidativo pelo método baseado na reacdo dessa
substancia com o acido tiobarbittrico - TBARS (substancias reativas ao acido tiobarbiturico).
Nesta reacdo duas moléculas de TBARS reagem estequiométricamente com uma molécula de
MDA a fim de ser formado um croméforo roseo . Inicialmente foi preparado um homogenato
a 10% do tecido hepatico macerado em cloreto de potassio (KCl) a 1,15%. Deste homogenato,
62,5 pL foram adicionados em microtubo seguido de adigdo de 375uLl de acido fosforico
(1%) e 125uL de acido tiobarbitarico (0,6%). Em seguida, as amostras foram imersas em
banho maria por 45 min a 100°C. Decorrido este tempo, foi adicionado a cada amostra 500 puL.
de n-butanol e a mistura foi centrifugada a 5000 rpm por 10 minutos. Posteriormente, 200 L.
da fase superior foram inseridas em placas de 96 pocos e a absorbancia foi medida em um

leitor de microplacas a 535nm. (TSIKAS, 2016; DRAPER; HADLEY, 1990).

4.10.2 Dosagem dos niveis de glutationa reduzida (GSH)

A glutationa ¢ um antioxidante endégeno que ¢ consumido na presenca de
estresse oxidativo, desta forma, a redugdo dos seus niveis estd relacionada a presenca de
estresse oxidativo.

A concentragdo de GSH no segmento hepatico foi realizada de acordo com o
método descrito por Sedlak e Lindsay (1968). Para determinag¢do dos niveis de grupos

sulfidrilicos ndo-protéicos (NP-SH), uma amostra de 50 a 100 mg do segmento hepatico dos
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animais foi homogeneizada em 1 mL de EDTA 0,02M para cada 100mg de tecido. Aliquotas
de 100uL do homogeneizado foram misturadas a 80uL de dgua destilada e a 20puL de acido
tricloroacético (TCA) a 50% para precipitagdo de proteinas. Os tubos foram centrifugados por
15 minutos a 3.000 rpm a 4°C. Um total de 100puL do sobrenadante foi adicionado a 200uL de
tampao Tris 0,4M (pH 8,9) e 5 pL de acido 5,5-ditio-bis-(2- nitrobenzdico) (DTNB, Sigma
Aldrich, EUA) 0,01M. A mistura foi entdo agitada por 3 minutos e a absorbancia lida a 412
nm. As concentragdes de grupos sulfidrilicos ndo-protéicos foram expressas em pg de

GSH/mg de tecido a partir da curva padrdo (OWEN; BUTTERFIELD, 2010).

4.11 Analise dos resultados

Os dados obtidos foram analisados utilizando o software GraphPad Prism
(GraphPad Software, San Diego, USA). As diferengas foram consideradas significativas
quando p < 0,05, e para a expressao dos resultados, os dados foram apresentados como média
+ erro padrdo da média. Os dados foram analisados por meio de ANOVA seguido pelo teste

Kruskal Wallis e pos teste de Dunnett's .
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5 RESULTADOS

5.1 Efeito das doses de EPIT (1,5; 3 E 4,5 mg/kg) sobre o limiar nociceptivo e teste do

campo aberto

O teste de von Frey permite avaliar a alodinia mecénica dos animais, medido
através do analgesimetro. Conforme é possivel observar no grafico A da figura 2, no Dia 0
todos os animais dos grupos experimentais apresentaram limiar de nocicep¢do semelhante,
medido pelo analgesimetro digital de von Frey. Foi realizada no dia 1 a ligadura do nervo
safeno dos grupos experimentais EPIT, Pregabalina e Neuropatia, além de ter sido feita a falsa
operacao no grupo Sham. No Dia 3, apoés a indugdo da neuralgia do nervo safeno, o grupo
Neuropatia apresentou redugdo estatisticamente significativa no limiar de dor, em comparagao
ao grupo Sham e Controle, demonstrando que o modelo experimental foi capaz de causar
alodinia mecanica, caracteristica da dor neuropatica. Também no Dia 3, conforme a figura 2,
os grupos EPIT (1,5; 3 e 4,5 mg/kg) aumentaram significativamente o limiar de nocicepc¢ao
em relagdo ao grupo Neuropatia, denotando um efeito analgésico consideravel da substancia.
Nos grupos EPIT (1,5; 3 e 4,5 mg/kg), o aumento do limiar da dor se manteve elevado e
estabilizado, em relacdo ao grupo Neuropatia, durante todos os 21 dias de experimento, visto
nos graficos da figura 2.

Complementando as analises, na figura 3 esta representado o padréo exploratério
dos animais no teste do campo aberto, verificado através do numero de cruzamentos das
divisas marcadas no chio do aparato do experimento. E possivel observar que o grupo
Neuropatia, no Dia 14, conforme a figura 3, teve reducdo significativa no numero de
cruzamentos em relagdo ao grupo Sham, demonstrando que a neuralgia do nervo safeno foi
capaz de reduzir o comportamento exploratorio dos animais No Dia 14, os animais dos grupos
EPIT (1,5; 3 e 4,5 mg/kg) tiveram aumento no niimero de cruzamentos estatisticamente
significativo em relacdo ao grupo Neuropatia.. Os grupos tratados com EPIT parecem
estimular o comportamento exploratério dos animais, mesmo apds terem sido submetidos ao
processo doloroso de neuralgia do nervo safeno, indicando portanto redugdo da dor
neuropética. E possivel observar também que os graficos da EPIT (1,5; 3 e 4,5 mg/kg) na
figura 3 tiveram efeito semelhante ao grupo Pregabalina.

Ja a figura 4 evidencia que a EPIT (1,5; 3 ¢ 4 mg/kg) nao alterou de forma
estatisticamente significativa o padrdo de comportamento exploratério vertical dos animais

(rearing) durante os 21 dias de experimentacdo. Por fim, a figura 5 mostra que antes da
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indu¢do da neuralgia do nervo safeno, no Dia 0, todos os grupos apresentaram
comportamento semelhante em relacdo ao grooming (comportamento de autolimpeza). A
partir do terceiro dia de tratamento, os animais dos grupos EPIT (1,5; 3 e 4 mgkg)
apresentaram aumento significativo de groomings, em relagdo aos animais do grupo

Neuropatia.



Figura 2 - Limiar de nocicepg¢ao no teste de von Frey
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Legenda: Graficos A,B,C,D,E representam o limiar de Nocicep¢ao nos dias 0,3,7,14,21 no modelo de neuralgia
do nervo safeno , respectivamente. A Figura F representa avaliacdo do limiar de nocicepgdo ao longo dos dias.

Os dados das figuras A,B,C,D,E foram representados

mediana £ EPM e foram analisados por meio ANOVA

seguido pelo teste Kruskal Wallis pods teste de Dunnett's. Onde(* )p<0,05 vs grupo controle, (#) p<0,05 vs grupo

Sham(falso operado), (@) p<0,05 vs neuropatia.
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Figura 3 - Numero de cruzamentos no teste do campo aberto
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Legenda: Graficos A, B, C, D, E representam a atividade Locomotora (n° de Cruzamentos) nos dias 0,3,7,14,21
no modelo de neuralgia do nervo safeno, respectivamente.Os dados das figuras A, B, C, D, E foram
representados mediana + EPM e foram analisados por meio ANOVA seguido pelo teste Kruskal Wallis pos
teste de Dunnett’s. Onde(*)p<0,05 vs grupo controle, (#) p<0,05 vs grupo Sham(falso operado), (@) p<0,05 vs
neuropatia.



Figura 4 - Exploracao Vertical (Rearing) no teste do campo aberto
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Legenda: Graficos A, B, C, D, E representam exploracao vertical (Rearing) nos dias 0,3,7,14,21 no modelo de
neuralgia do nervo safeno, respectivamente.Os dados das figuras A, B, C, D, E foram representados mediana +
EPM e foram analisados por meio ANOVA seguido pelo teste Kruskal Wallis pos teste de Dunnett’s.
Onde(*)p<0,05 vs grupo controle, (#) p<0,05 vs grupo Sham(falso operado), (@) p<0,05 vs neuropatia.
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Figura 5 - Comportamento de autolimpeza (Grooming) no teste do campo aberto
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Legenda: Graficos A, B, C, D, E representam comportamento de autolimpeza (Grooming) nos dias 0,3,7,14,21
no modelo de neuralgia do nervo safeno, respectivamente. Os dados das figuras A, B, C, D, E foram

representados

mediana £ EPM e foram analisados por meio ANOVA seguido pelo teste Kruskal Wallis pos

teste de Dunnett’s. Onde(*)p<0,05 vs grupo controle, (#) p<0,05 vs grupo Sham(falso operado), (@) p<0,05 vs

neuropatia.
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5.2 Efeito da administracio de EPIT nas doses 1,5; 3 e 4,5 mg/kg no figado dos animais

Os resultados das andlises histopatologicas no tecido hepatico dos animais
submetidos ao experimento foram representados na figura 6. E possivel observar conforme
mostrado nos graficos A, B, C e D da figura 6 que o grupo Neuropatia, em relacdo aos grupos
Sham e Controle, teve alteracdes histopatologicas consideraveis medidas pelos escores de
congestdo, edema e tumefacdo, hemorragia e infiltrado inflamatério, sugerindo provavel dano
remoto decorrente da ligadura do nervo safeno. Entretanto, no grupo EPIT na dose de 1,5
mg/kg observou-se que estes achados tiveram redugdo estatisticamente significativa,

conforme os graficos da figura 6.
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Figura 6 - Efeito das doses de EPIT (1,5; 3 e 4 mg/kg) no figado dos animais
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Legenda: Graficos A, B, C, D, representam os escores microscopicos encontrados no figado no modelo de
neuralgia do nervo safeno , respectivamente. Os dados das figuras A,B,C,D foram representados na mediana +
EPM e foram analisados por meio ANOVA seguido pelo teste Kruskal Wallis pos teste de Dunnett 's .
Onde(*)p<0,05 vs grupo controle, (#) p<0,05 vs grupo Sham(falso operado).
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5.3 Efeito da administracao de EPIT nas doses 1,5; 3 e 4,5 mg/kg no rim dos animais

Na figura 7 estdo demonstrados os efeitos da EPIT (1,5; 3 e 4 mg/kg) no rim dos
animais tratados com a substancia. Considerando o escore de congestdo vascular, o grafico E
mostra que a EPIT nas concentracdes de 1,5 ¢ 4,5 mg/kg causou congestio vascular renal de
forma significativa em relagcdo aos grupos Sham e Controle. Entretanto, o grupo Neuropatia
também apresentou congestdo vascular estatisticamente significativa. Foi visto também que a
EPIT nas concentragdes 1,5; 3 ¢ 4,5 mg/kg ndo foi capaz de causar edema no epitélio tubular
(grafico A), hemorragia intersticial tubular (grafico C) e necrose renal (grafico D) de forma

estatisticamente significativa.
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Figura 7 - Efeito das doses de EPIT (1,5; 3 e 4 mg/kg) no rim dos animais
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Legenda: Graficos A, B, C, D, representam os escores micro

scopicos encontrados nos Rins no modelo de

neuralgia do nervo safeno , respectivamente. Os dados das figuras A,B,C,D foram representados na mediana +
EPM e foram analisados por meio ANOVA seguido pelo teste Kruskal Wallis pds teste de Dunnett's .
Onde(*)p<0,05 vs grupo controle, (#) p<0,05 vs grupo Sham(falso operado).
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5.4 Efeito da administracio de EPIT nas doses 1,5; 3 e 4,5 mg/kg no nimero de

hemacias, hemoglobina e plaquetas

O tecido sanguineo ¢ o principal meio de transporte das substincias xenobidticas
para todos os outros orgdos e tecidos do corpo, sendo importante avaliar se a EPIT (1,5; 3 ¢
4,5 mg/kg) é capaz de causar alteragdes hematologicas.

Na figura 8 ¢ possivel observar no grafico A que a EPIT nas concentragdes de 3 e
4,5 mg/kg causou redugdo significativa na contagem de hemacias, quando comparado ao
grupo Neuropatia, sugerindo que possivelmente pode ter ocorrido processo de hemolise do
material coletado ja que foi observado redugdo também no grupo Controle. No grafico B, a
EPIT (1,5; 3 e 4,5 mg/kg) ndo causou alteragdo significativa na quantificacdo de hemoglobina
em relacdo ao grupo Neuropatia. A EPIT na concentracdo de 1,5 mg/kg de acordo com o
grafico C, provocou aumento na contagem de plaquetas quando comparado ao grupo
Controle, mas foi observado também no grupo Neuropatia o aumento na contagem de
plaquetas, indicando que provavelmente nao foi uma alteragdo induzida pela EPIT. Por fim, a
EPIT nas concentragdes de 1,5, 3 e 4,5 mg/kg levou a diminuig¢do na contagem de leucocitos

de forma estatisticamente significativa, conforme o grafico D.
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Figura 8 - Efeito das doses de EPIT (1,5; 3 ¢ 4 mg/kg) no nimero de hemacias, hemoglobina

e plaquetas
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Legenda: Graficos A, B, C, D, representam o N° de hemacias, hemoglobina, plaquetas e Leucdcitos encontrados
no modelo de neuralgia do nervo safeno, respectivamente. Os dados das figuras A, B, C, D foram representados
na mediana = EPM e foram analisados por meio ANOVA seguido pelo teste Kruskal Wallis pos teste de

Dunnett's. Onde (¥*) p<0,05 vs grupo controle, (#) p<0,05 vs grupo Sham (falso operado), (@) p<0,05 vs
neuropatia.
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5.5 Efeito da administracio de EPIT nas doses 1,5; 3 e 4,5 mg/kg nos niveis bioquimicos

de Colesterol total, HDL, Ureia e Creatinina

Na figura 9, nos graficos A e B estdo representados os efeitos da EPIT (1,5; 3 e
4,5 mg/kg) no metabolismo lipidico através da dosagem de colesterol total e HDL,
respectivamente. E possivel observar que a EPIT ndo causou alteragio na quantificagio de
Colesterol Total e HDL no soro dos animais tratados com as dosagens de 1,5; 3 ¢ 4,5 mg/kg,
demonstrando que a substincia ndo prejudica o metabolismo lipidico in vivo no modelo
experimental utilizado. Os graficos C e D da figura 9 mostram também que a EPIT (1,5; 3 e
4,5 mg/kg) ndo alterou os niveis de uréia e creatinina, indicando que possivelmente a EPIT,
nestas concentragdes, ndo causa alteracdes bioquimicas nos niveis destes dois marcadores de

fungdo renal.
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Figura 9 - Efeito das doses de EPIT (1,5; 3 e 4 mg/kg) nos niveis bioquimicos de colesterol

total, HDL, ureia e creatinina.
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Legenda: graficos A, B, C, D, representam nos niveis de Colesterol Total, HDL, Ureia e Creatinina encontrados
no modelo de neuralgia do nervo safeno, respectivamente. Os dados das figuras A, B, C, D foram representados
na mediana £ EPM e foram analisados por meio ANOVA seguido pelo teste Kruskal Wallis pos teste de

Dunnett's. Onde (¥*) p<0,05 vs grupo controle, (#) p<0,05 vs grupo Sham (falso operado), (@) p<0,05 vs
neuropatia.
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5.6 Efeito da administracio de EPIT nas doses 1,5; 3 e 4,5 mg/kg nos niveis de
Malondialdeido (MDA) e Glutationa reduzida (GSH)

O malondialdeido (MDA) ¢ um aldeido insaturado gerado durante o processo de
peroxidacdo lipidica do acido araquiddnico e outros acidos graxos poliinsaturados da
membrana plasmadtica por espécies reativas de oxigénio (EROs), sendo um marcador de
estresse oxidativo in vivo (TSIKAS, 2016). No grafico A da figura 10 é possivel concluir que
a EPIT (1,5; 3 e 4,5 mg/kg) ndo causou elevagdo estatisticamente significativa em relagdo ao
grupo Neuropatia nos niveis de MDA no tecido hepatico. De forma semelhante, o grafico B
da figura 10, evidencia que a EPIT nas concentracdes de 1,5, 3 e 4,5 mg/kg, apresentou uma
tendéncia de aumento nos niveis de glutationa reduzida (GSH) quando comparado ao grupo
Neuropatia, demonstrando que a substancia pode ter um efeito protetor contra o estresse

oxidativo e na manutencdo dos niveis adequados de GSH.



50

Figura 10 - Efeito das doses de EPIT (1,5; 3 e 4 mg/kg) nos niveis de malondialdeido
(MDA) e glutationa reduzida (GSH)
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Legenda: Graficos A e B representam nos niveis de MDA e GSH encontrados no modelo de neuralgia do nervo
safeno, respectivamente. Os dados das figuras A e B foram representados na mediana + EPM e foram analisados
por meio ANOVA seguido pelo teste Kruskal Wallis pos teste de Dunnett's . Onde (*) p<0,05 vs grupo
controlendo operado, (#) p<0,05 vs grupo Sham (falso operado), (@) p<0,05 vs neuropatia (grupo controle).



51

6 DISCUSSAO

Através dos resultados obtidos durante o desenvolvimento desta pesquisa, o
alcaloide imidazdlico Epiisopiloturina foi promissor no tratamento da dor neuropatica in vivo
no modelo experimental de ligadura do nervo safeno em Rattus novergicus. Por meio do teste
de von Frey foi possivel concluir que a EPIT (1,5; 3 e 4,5 mg/kg) aumentou o limiar de dor
dos animais submetidos a ligadura do nervo safeno, diminuindo a alodinia mecéanica que ¢é
caracteristica da dor neuropatica. Também foi visto que o grupo tratado com a Pregabalina,
farmaco de escolha no tratamento da dor neuropatica, teve um perfil de aumento do limiar da
dor semelhante aos grupos EPIT (1,5; 3 e 4,5 mg/kg). Com relagdo aos resultado do teste do
campo aberto, observou-se que a EPIT (1,5; 3 e 4,5 mg/kg) aumentou o comportamento
exploratorio dos animais por meio do aumento do nimero de cruzamentos e grooming,
denotando que a EPIT foi capaz de estimuld-los a explorar o ambiente, o que ndo seria
possivel se os animais estivessem sentindo dor ou ansiedade decorrentes da lesdo nervosa.
Dessa forma, a EPIT nas concentragdes (1,5; 3 e 4,5 mg/kg) sugere que a substancia pode ter
efeito sobre a reducgdo da dor e consequentemente no comportamento locomotor dos animais,
demonstrando que os animais tratados com EPIT apresentaram comportamento que denota
bem-estar geral e melhor satide (PRUT, BELZUNG, 2003; KRAEUTER; GUEST;
SARNYIA, 2019; TREIT; ENGIN, 2009; DEUIS; DVORAKOVA; VETTER, 2017).

Prosseguindo com os achados histopatologicos, foi avaliado o efeito da EPIT (1,5;
3 e 4,5 mg/kg) no tecido hepatico dos animais apés a eutandsia dos animais no 21° dia de
tratamento. O figado ¢ o principal 6rgdo de metabolizacdo de xenobidticos, incluindo
farmacos e toxinas, mas também pode sofrer com o efeito toxico de determinadas substancias
que podem causar alteracdes na sua funcdo metabodlica. A EPIT nas concentragdes utilizadas
no estudo, causaram principalmente manifestacdes histopatologicas através da congestdo
hepatica, edema e tumefacdo nas concentragdes de 3 e 4,5 mg/kg. Dessa forma, a dose de 1,5
mg/kg parece ser a dose mais segura para evitar danos hepaticos, ja que ndo foram observadas
alteracdes estatisticamente significativas no grupo tratado com essa dosagem de EPIT, além
de ser observado reducdo nos escores de dano hepatico utilizados na analise histopatoldgica.
Ja em relacdo ao dano renal, a EPIT pode ter causado manifestacdo patologica evidenciada
pela congestdo vascular renal nas concentragdes 1,5 e 4,5 mg/kg, mas que esteve presente
também no grupo Neuropatia, ndo sendo possivel associar a EPIT ao dano renal. Também foi
observado ocorréncia estatisticamente significativa de infiltrado inflamatorio renal nos

animais tratados com 1,5 mg/kg e tendéncia de ocorrer infiltracdo inflamatéria nos grupos 3 e



52

4,5 mg/kg, mas essa tendéncia também foi observada no grupo Neuropatia, ndo sendo
possivel associar a administracio de EPIT. Esses achados demonstram uma possivel
associacdo entre a administragdo de EPIT nas concentragdes 1,5; 3 e 4,5 mg/kg associado a
um grau leve de dano renal. Entretanto, ao analisar os pardmetros bioquimicos de creatinina e
ureia no soro dos animais tratados com EPIT, ndo foram observadas alteragdes nesses
marcadores de fun¢do renal, indicando que a EPIT (1,5; 3 e 4,5 mg/kg) ndo foi afetou
negativamente o funcionamento renal a (KHEIRIPOUR et al., 2008; RAHDAR et al., 2021;
MALAYAPPAN et al., 2021; GUNADI et al., 2020).

Ainda em relagcdo aos parametros bioquimicos, a EPIT (1,5; 3 ¢ 4,5 mg/kg) nao
causou alteracdes nos niveis de colesterol total e HDL nos grupos tratados com a substancia .
Dessa forma, a EPIT parece ndo causar alteragdo no perfil lipidico (KHEIRIPOUR et al.,
2008; RAHDAR et al., 2021; MALAYAPPAN et al., 2021; SAMARGHANDIAN et al,
2015).

Para complementar a avaliagdo da toxicidade sistémica da EPIT nos animais,
foram avaliados os parametros hematologicos, pois o sangue € o principal tecido de transporte
de xenobioticos pelo corpo. Em nossos estudos, foram observadas diminui¢do na contagem de
hemacias em relacdo ao grupo EPIT nas concentracdes (3 e 4,5 mg/kg) e no grupo
Neuropatia, mas essa diminuicdo ndo ocorreu de forma significativa quando comparada ao
grupo Controle. A contagem de plaquetas teve aumento induzido pela EPIT na concentracao
de 1,5 mg/kg em relacdo ao grupo controle, mas também essa alteracdo foi observada no
grupo Neuropatia. Portanto, ndo podemos associar o uso da EPIT ao aumento na contagem de
plaquetas. O mesmo aumento pode ser observado na contagem de leucocitos, em que o grupo
EPIT 1,5 mg/kg apresentou elevacdo significativa em relagdo ao grupo Controle, € o grupo
EPIT 3 mg/kg teve diminuigdo significativa em relagdo ao grupo Neuropatia. Dessa forma,
pode-se sugerir que a EPIT ndo seja a causa da alteracdo do numero de hemacias e plaquetas,
além de sugerir que a EPIT 3 mg/kg foi capaz de reduzir a contagem total de leucocitos,
mostrando um possivel efeito na reducdo das células de defesa (KHEIRIPOUR et al., 2008;
RAHDAR et al., 2021; MALAYAPPAN et al., 2021)

Por fim, foi avaliado também a influéncia da (1,5; 3 e 4,5 mg/kg) com relagdo ao
estresse oxidativo, sendo utilizados como marcadores os niveis de malondialdeido (MDA) e
glutationa reduzida (GSH) no tecido hepatico. Foi observado que a EPIT (1,5; 3 ¢ 4,5 mg/kg)
ndo causou elevacao significativa no aumento dos niveis de MDA no tecido hepatico dos
animais tratados com a substancia. De forma semelhante, na dosagem de GSH, a EPIT causou

aumento nos niveis, sendo portanto promissora como agente antioxidante no modelo
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experimental proposto.. Esses dados corroboram que a EPIT ndo ¢ toxica para o figado,
segundo nossas analises, além de auxiliar na prote¢do contra o estresse oxidativo (AYALA;
MUNOZ; ARGUELLES, 2014; TSIKAS, 2016; DRAPER; HADLEY, 1990; OWEN;
BUTTERFIELD, 2010).
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7 CONCLUSAO

O estudo determinou de maneira inédita o efeito antinociceptivo da
epiisopiloturina em modelo de dor neuropatica em ratos. Esse efeito parece ndo estar
associado a toxicidade deste alcaloide, que ndo induziu alteragdes bioquimicas no sangue e
apresentou resultados promissores nos testes comportamentais ¢ avaliagdo do limiar de dor
apods tratamento com a EPIT.

A neuropatia induziu na maioria dos parametros investigados alteracoes
histologicas (rim e figado), que ndo foi alterada ou alterada significativamente pela EPIT
segundo a dose investigada. Associando as analises histologicas as bioquimicas, incluindo
parametros do estresse oxidativo, os dados sugerem a auséncia de toxicidade importante

nesses orgaos. Contudo, estudos adicionais estdo na agenda cientifica.
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