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RESUMO

O manejo da dor neuropética induzida por quimioterapico (DNIQ) ainda é
desafiador devido a falta de farmacos que previnem ou aliviam com eficacia essa
condicdo. A modificacdo da estrutura quimica de substancias com potencial
terapéutico representa uma estratégia promissora no desenvolvimento de novos
farmacos. A curcumina, um polifenol natural abundante no rizoma da Curcuma longa,
€ empregada na medicina tradicional devido as suas propriedades terapéuticas,
principalmente a anti-inflamatéria. Em virtude da baixa biodisponibilidade da
curcumina, analogos desse polifenol tém sido sintetizados na tentativa de obter
melhorias em caracteristicas biofarmacéuticas e aumentar os efeitos bioldgicos.
Ensaios pré-clinicos tém demonstrado que a curcumina e seus analogos apresentam
atividade em diferentes modelos de dor. No presente estudo, avaliamos o efeito do
RI75, um andalogo tiazolil hidrazona da curcumina, em modelo murino de dor
neuropatica induzida por administracdes repetidas de paclitaxel e investigamos
possiveis mecanismos que medeiam tal efeito. A administracdo intraperitoneal (i.p.)
do RI75 (20 e 40 mg/kg) reduziu a alodinia mecanica induzida pelo paclitaxel. Essa
atividade foi atenuada pela administracdo prévia de AM251 (4 e 8 mg/kg, i.p.),
naltrexona (5 e 10 mg/kg, i.p.) ou ciproheptadina (5 ou 10 mg/kg, i.p.), mas ndo de
glibenclamida (20 ou 40 mg/kg, per 0s). O RI75 (40 mg/kg) reduziu as concentracdes
de fator de necrose tumoral (TNF-a) e CXCL-1 no nervo isquiatico, ganglios da raiz
dorsal e tAlamo e atenuou as alteracBes histolégicas do nervo isquiatico induzidas
pelo paclitaxel. Em células RAW 264.7 estimuladas por lipopolissacarideo, o RI75
reduziu as concentracdes de TNF-a e interleucina-1f (IL-18). Em modelo com Artemia
salina L., o RI75 nao apresentou toxicidade. Na avaliacdo preliminar da toxicidade
sistémica em camundongos, o RI75 (40 ou 80 mg/kg, i.p.) ndo induziu alteracdes
hematologicas ou bioquimicas significativas. Em um ensaio in vitro, foi observado que
a atividade antioxidante do RI75 é elevada. Concluindo, os resultados demonstram
gue o RI75, um analogo de curcumina, apresenta atividade antinociceptiva em modelo
de dor neuropética induzida por paclitaxel. A atividade do RI75 esta, provavelmente,
associada com a ativacdo de mecanismos canabinoidérgicos, opioidérgicos e
serotoninérgicos e reducdo de citocinas pro-inflamatérias, assim como, atividades

neuroprotetora e antioxidante.



Palavras-chave: RI75; curcumina; andlogos de curcumina; dor neuropatica,

paclitaxel; citocinas.



ABSTRACT

The management of chemotherapy-induced neuropathic pain (CIPN) is still
challenging due to the lack of drugs that effectively prevent or alleviate this condition.
Modifying the chemical structure of substances with therapeutic potential represents a
promising strategy in the development of new drugs. Curcumin, a natural polyphenol
abundant in the rhizome of Curcuma longa, is used in traditional medicine due to its
therapeutic properties, especially the anti-inflammatory one. Due to the low
bioavailability of curcumin, analogues have been synthesized in an attempt to obtain
improvements in biopharmaceutical characteristics and increase biological effects.
Preclinical trials have demonstrated that curcumin and its analogues exhibit activities
in different pain models. In the present study, we evaluated the effect of RI75, a
thiazolyl hydrazone analogue of curcumin, in a murine model of neuropathic pain
induced by repeated administrations of paclitaxel and investigated possible
mechanisms that mediate this effect. Intraperitoneal (i.p.) administration of RI75 (20
and 40 mg/kg) reduced paclitaxel induced mechanical allodynia. This activity was
attenuated by prior administration of AM251 (4 and 8 mg/kg, i.p.), naltrexone (5 and
10 mg/kg, i.p.) or cyproheptadine (5 or 10 mg/kg, i.p.), but not glibenclamide (20 or 40
mg/kg, per 0s). RI75 (40 mg/kg) reduced the concentrations of tumor necrosis factor
(TNF-a) and CXCL-1 in the sciatic nerve, dorsal root ganglia and thalamus and
attenuated the histological changes of the sciatic nerve induced by paclitaxel. In RAW
264.7 cells stimulated by lipopolysaccharide, RI75 reduced the concentrations of TNF-
a and interleukin-1B (IL-1B). In a model with Artemia salina L., RI75 did not induce
toxicity. In the preliminary assessment of systemic toxicity in mice, RI75 (40 or 80
mg/kg, i.p.) did not induce significant hematological or biochemical changes. In an in
vitro assay, RI75 exhibited marked antioxidant activity. In conclusion, the results
demonstrate that RI75, a curcumin analogue, exhibits antinociceptive activity in a
model of neuropathic pain induced by paclitaxel. The activity of RI75 is probably
associated with the activation of cannabinoidergic, opioidergic and serotonergic
mechanisms and the reduction of pro-inflammatory cytokines, as well as

neuroprotective and antioxidant activities.



Keywords: RI75; curcumin; curcumin analogues; neuropathic pain; paclitaxel;

cytokines.
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1 INTRODUCAO

Segundo relatorio das Nacdes Unidas (2023), atualmente, a populacdo mundial
passa pelo fendmeno global de envelhecimento. Entre os fatores associados a esse
fenbmeno estdo o aumento da expectativa de vida e o acentuado declinio da taxa de
fecundidade, os quais contribuem para o aumento do numero relativo de idosos na
populacao. Tais fatores séo reflexos da promocéo a saude publica e de avancos nas
areas meédica, econdmica e sociais. De acordo com o ultimo censo do Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica, divulgado em 2022, desde 2000 a taxa de
fecundidade do pais recuou de 2,32 para 1,57 filho por mulher. O estudo demografico
constatou que a populacdo com 60 anos ou mais, chegou a mais de 32 milhdes, o que
representa 15,6% da populagéo brasileira, um aumento de 56% em relacdo a 2010. O
aumento da populagdo com 65 anos ou mais, combinado com a diminuigdo da
proporcao de pessoas com até 14 anos, que foi reduzida de 24,1% para 19,8% no
mesmo periodo, destaca-se o acentuado envelhecimento da populacéo brasileira. A
Organizacdo Mundial da Saude (2022) estima que até 2050, a populacdo mundial de
pessoas com 60 anos ou mais dobrard e o numero de pessoas com 80 anos ou mais
triplicara entre 2020 e 2050 para atingir 426 milh6es. Com o aumento da idade, elevam-
se as chances do individuo desenvolver doencas predispostas em seu perfil genético e
associadas ao estilo de vida (GOLDENBERG, 2008). A maior incidéncia de diabetes
mellitus e a melhora da sobrevida ao céancer, associadas ao envelhecimento
populacional, culminam em mais processos neuropaticos (COLLOCA et al., 2017).
Segundo a International Association for the Study of Pain (IASP), a dor cronica afeta
cerca de 20% da populacdo mundial. No Brasil, a prevaléncia de dor crdénica
relacionada a processos neuropaticos entre pacientes que buscam auxilio médico é de
14,5% (UDALL et al.,, 2019). Uma recente revisdo sistematica apresentou dados
alarmantes em relagéo a dor crénica no Brasil, com estimativas de prevaléncia de 35,7
e 47,3% nas populagbes adulta e idosa, respectivamente. Ainda, a condi¢cdo algica
manifesta-se principalmente com intensidade moderada ou grave e com elevado indice

de incapacidade e, em geral, € mal controlada (SANTIAGO et al., 2023).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Dor

A dor € um fenbmeno complexo que envolve tanto eventos neurofisiologicos
guanto a experiéncia de sofrimento, que mobiliza o instinto humano de cuidado. A
definicdo da dor foi recentemente modificada pela IASP, para indicar “uma experiéncia
sensorial e emocional desagradavel associada ou semelhante a associada a um dano
tecidual real ou potencial”’. Segundo a associacéo, além de uma experiéncia individual,
a dor é influenciada em diferentes graus por fatores bioldgicos, psicoldgicos e sociais.
Esse novo conceito passa a validar a incapacidade de comunicacdo, haja visto que
mesmo sem a descri¢cao verbal, seres humanos ou animais sentem dor.

A dor é o sintoma que mais frequentemente leva pacientes a procurar
atendimento médico, podendo ser classificada de acordo com sua localiza¢céo, duracao
ou intensidade (ORR; SHANK; BLACK, 2017). Woolf (2004; 2010) propés uma
categorizacdo, baseada nos estimulos e mecanismos neuroquimicos envolvidos, que

consiste em dor nociceptiva, dor inflamatéria, dor disfuncional e dor neuropatica.

2.1.1.Dor nociceptiva

A dor nociceptiva indica a presenca de um estimulo prejudicial e ocorre quando
héa ativacao dos nociceptores (FORNASARI, 2012). Estimulos nocivos, podendo esses
serem de natureza quimica, térmica ou mecéanica, ativam 0s nociceptores. Esses se
apresentam como terminacdes nervosas livres do tipo Ad e C, sendo classificadas de
acordo com seu didmetro e grau de mielinizagdo. As fibras aferentes do tipo Ad
apresentam velocidade de conducdo rapida e respondem a estimulos mecénicos e
térmicos. As fibras aferentes do tipo C (polimodais) apresentam velocidade de
conducéo lenta e respondem a estimulos mecanicos, térmicos e quimicos. Os canais
do receptor de potencial transitério (TRP) séo proteinas de membranas expressas nos
nociceptores que, mediante a ativagao por estimulos nocivos, se abrem e despolarizam
a membrana, gerando potenciais de acdo que sédo propagados de diferentes tecidos
para o corno dorsal da medula espinhal ou tronco cerebral (Figura 1). A informacgéo,

entdo, é retransmitida, direta ou indiretamente, para niveis centrais mais elevados,
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como o tdlamo e cértex cerebral, onde a sensacdo dolorosa é percebida (DAI, 2016;
WOOLF, 2004).

Figura 1- Dor nociceptiva
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Fonte: Adaptado de SCHOLZ e WOOLF( 2002).

A dor nociceptiva € um sistema de alarme que anuncia a presenca de um estimulo
potencialmente prejudicial. Essa categoria de dor deve ser controlada apenas em
situacdes clinicas especificas, tais como cirurgias, procedimentos invasivos ou traumas.
E importante que a dor nociceptiva ndo seja suprimida de forma permanente, pois a
perda de sua funcao protetora, inevitavelmente, leva a danos teciduais, incluindo auto-

mutilacéo e Ulceras de pressdo (WOOLF, 2004).

2.1.2 Dor inflamatéria

Na presenca de traumas, infec¢Oes, alérgenos e outras anormalidades, a
homeostase € perdida, levando a ocorréncia do processo inflamatério como tentativa de

restabelecer a normalidade tissular. A reacao inflamatéria é reconhecida pelos sinais e
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sintomas cardinais, como calor, rubor, dor, tumor e perda de fungdo (NATHAN; DING,
2010). Em um processo inflamatorio, os nociceptores sdo ativados por estimulos de
menor intensidade e a dor produzida pode ser mais persistente e diferir em qualidade
(WOOLF; SALTER, 2000). Assim como a dor nociceptiva, a dor inflamatéria aguda é
considerada adaptativa, pois contribui para a sobrevivéncia e prote¢do do organismo
(WOOLF, 2004). A dor inflamatoria, categoria mais comum de dor, faz com que um
elevado numero de pacientes procure auxilio médico. A lesao tecidual estimula células
presentes no tecido lesionado ou que migram para o local a liberarem mediadores
inflamatérios como, citocinas, quimiocinas, espécies reativas de oxigénio (EROS),
proteinas cinases e outros fatores. Esses mediadores tém papel importante na indugéo
do edema, sensibilizacdo dos nociceptores e consequente diminui¢cdo do limiar nociceptivo
e aumento da reatividade neuronal (Figura 2; DAI, 2016; GROSSER et al., 2012).

Figura 2 - Dor inflamatoria
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Fonte: Adaptado de SCHOLZ & WOOLF (2002).

2.1.3 Dor disfuncional

A dor disfuncional é uma categoria de dor sem funcdo adaptativa e resultante de
uma atividade anormal do sistema nervoso. Pacientes com essa categoria de dor néo

apresentam déficit neurologico ou anormalidade periférica, entretanto uma resposta ou
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func@o anormal do sistema nervoso é deflagrada, desencadeando uma sensibilizagéo
elevada dos nociceptores (Figura 3). Condic¢es clinicas como fibromialgia, sindrome do
intestino irrithvel, cistite intersticial e enxaqueca sao alguns exemplos de dor
disfuncional. Nessas condi¢cGes, o ponto convergente é a presenca de dor pronunciada,
mas sem algum estimulo nocivo ou processo inflamatorio. A prevaléncia dessa categoria
de dor é razoavelmente alta, sendo de 2-8% para fibromialgia, 7-21% para sindrome do
intestino irritavel e 0,05-0,5% para a cistite intersticial. A dor disfuncional tem emergido
como um problema preocupante do ponto de vista terapéutico e econémico, uma vez
que a dor exacerbada compromete o desempenho geral e a qualidade de vida, o que
reflete em incapacidade e desemprego (NAGAKURA, 2015; WOOLF, 2004, 2010).

Figura 3 - Dor disfuncional
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Fonte: Adaptado de WOOLF (2010).

2.1.4 Dor neuropatica

A dor neuropatica é definida como a dor que surge como uma consequéncia direta
de uma lesdo ou doenca que afeta o sistema nervoso somatossensorial. A dor
neuropatica ndo possui carater adaptativo, sendo iniciada ou causada por uma lesdo
primaria ou disfuncédo do sistema nervoso resultantes de trauma, infeccdo, isquemia,

cancer ou outras causas, como a quimioterapia (Figura 4; FORNASARI, 2012).
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Figura 4 - Dor neuropatica
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Fonte: Adaptado de WOOLF (2010).

LesOes ou doencas somatossensoriais podem levar a alteracdes dos neurdnios
sensoriais, modificando a fungéo de canais TRP e, consequentemente, desordem na
transmissao de sinais sensoriais na medula espinhal e no cérebro, que resulta em
hiperexcitabilidade neuronal (COLLOCA et al., 2017). Cerca de 7 a 10% da populacdo
geral é acometida por dor neuropatica, sendo mais prevalente entre mulheres e idosos
(COLLOCA etal., 2017; WRIGHT; RIZZOLO, 2017). A dor neuropéatica de origem central
é resultante principalmente de acidente vascular cerebral e doengas neurodegenerativas
e € menos observada na pratica clinica (COLLOCA et al., 2017; SMITH et al., 2013;
WRIGHT; RIZZOLO, 2017). A dor neuropatica também pode ter origem periférica, como
na neuralgia diabética, neuralgia do trigmeo, neuralgia pds-herpética e neuralgia
induzida por quimioterapico (WRIGHT; RIZZOLO, 2017). A dor neuropatica periférica é
a mais comum na pratica clinica, devido as altas taxas de envelhecimento da populacao
global, ao aumento de doencas cronicas e ao tratamento oncolégico, situacdes que
afetam as fibras sensoriais (COLLOCA et al., 2017).

Os sintomas da dor neuropatica podem ser divididos em positivos e negativos. Os
sintomas positivos refletem a hiperatividade do sistema nervoso e incluem ardor,
pontada, aperto, parestesias ou sensacoes semelhantes a choques elétricos (WRIGHT;
R1ZZOLO, 2017). Esses sintomas estao associados a alodinia, que é a dor decorrente
do contato com um estimulo indcuo, ou a hiperalgesia, que é a dor exacerbada resultante

do contato com um estimulo originalmente nocivo (IASP, 2024). Os sintomas negativos
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refletem a perda da funcdo do sistema nervoso, logo ndo sdo dolorosos e séo
caracterizados por fraqueza muscular, perda de reflexos tendinosos profundos e
sensacdo ausente ou prejudicada a luz, toque, picada, vibracdo e temperatura
(COLLOCA et al., 2017; WRIGHT & RIZZOLO, 2017). Comumente, pacientes com dor
neuropatica apresentam quadros concomitantes de ansiedade e depresséo, o que diminui
ainda mais a qualidade de vida (COLLOCA et al., 2017). A dor neuropatica induzida por
quimioterapicos (DNIQ) é uma reacdo adversa grave que pode acometer até 80% de
pacientes tratados com antineoplasicos e € a principal razdo da interrupcdo do
tratamento, visto que, frequentemente, seus sintomas séo incapacitantes e diminuem a
qualidade de vida (CAROZZI; CANTA; CHIORAZZI, 2015; SISIGNANO et al., 2014). Os
quimioterapicos mais comuns para o0 desenvolvimento da DNIQ sdo paclitaxel,

oxaliplatina, cisplatina, bortezomibe e vincristina (Figura 5; COLVIN, 2019).

Figura 5 - Representacao dos locais de acao de alguns agentes quimioterapicos

no sistema nervoso periférico
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2.1.5 Dor neuropaticainduzida por paclitaxel

O paclitaxel (Figura 6) € um antineoplasico extraido da planta Taxus brevifolia e
utiizado no manejo de tumores solidos como cancer de mama, ovario e pulmao
(MARUPUDI et al., 2007). O paclitaxel se liga aos microtubulos, impedindo a divisdo
celular e, consequentemente, leva a morte celular (CAROZZI; CANTA; CHIORAZZI,
2015).

Figura 6 - Estrutura quimica do paclitaxel

W

0 i H O
OH O O>/_
O~

Fonte: Wikipedia

I,

OH

No entanto, o uso desse antineoplasico esta associado ao desenvolvimento da
DNIQ, observada em mais da metade dos pacientes em uso dessa terapia (NYROP et
al.,, 2019). Os sintomas mais comuns incluem dor, formigamento, dorméncia e
sensibilidade ao frio. Esse sintomas sdo observados, principalmente, nas méaos e pés,
por uma distribuicdo conhecida como “luva e meia” (STAFF et al.,, 2020), e estdo
relacionados com a degeneracdo de axodnios distais (ARGYRIOU et al., 2008). A
neurotoxicidade € uma das principais reacfes adversas associadas ao uso do paclitaxel
e acomete, principalmente, os neurbnios dos ganglios da raiz dorsal (GRD). Esse
processo € atribuido a interrupcdo da funcdo dos microtubulos neurais, gerando
alteracdo no transporte axonal e, consequentemente, alteracdo da excitabilidade e
sobrevivéncia dos neurdnios sensoriais (JAGGI; SINGH, 2012). O paclitaxel é capaz de
induzir degeneracédo axonal e desmielinizacdo dos nervos isquiaticos (Figura 7), bem
como alterar a estrutura e a permeabilidade de mitocondrias presentes nas fibras
nociceptivas de camundongos (Figura 8; CHEN et al., 2017). Isso acontece em

decorréncia da abertura do poro de transicdo da permeabilidade mitocondrial,
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ocasionando perda do potencial de membrana da mitocondria. Consequentemente,
aumenta-se a producédo de EROS e aliberacdo de Ca?* e reduzem-se as concentracdes de
trifosfato de adenosina (ATP). Ocorre, entdo, um fendmeno descrito como vacuoliza¢ao
da mitocondria, seguido da perda da funcionalidade mitocondrial em axbnios de
neurbnios sensoriais. Como as mitocondrias sao responsaveis pela regulacao
intracelular de Ca?*, a alteracdo da sua permeabilidade €, entdo, responsavel pelo
aumento da propagacao de sinais de Ca?" e aumento da excitabilidade das fibras
nociceptivas. A mitotoxicidade € a causa primaria da dor neuropética induzida pelo
paclitaxel (CAROZZI; CANTA; CHIORAZZI, 2015; SISIGNANO et al., 2014).

Figura 7 Microscopia de transmissao do nervo isquiatico de camundongos,
mostrando a degeneracao axonal causada pelo tratamento com paclitaxel. A linha

tracejada branca mostra o axénio e o circulo branco mostra a circunferéncia da mielina.
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Fonte: Adaptado de CHEN et al. (2017)



25

Figura 8 - Imagens de microscopia de transmissdo mostrando o processo de

vacuolizacdo (mitocéndrias atipicas) como consequéncia do tratamento com paclitaxel.
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O aumento da producéao de EROS via danos mitocondriais pode sensibilizar os
transdutores do tipo TRP, como TRPAl e TRPMS8, aumentando a sensibilidade a
estimulos diversos (BOYETTE-DAVIS; WALTERS; DOUGHERTY, 2015; SISIGNANO
et al., 2014). Ademais, o paclitaxel causa um aumento da producéo de citocinas pré-
inflamatérias como fator de necrose tumoral (TNF)-a, interleucina (IL)-6 e IL-1B8 e uma
diminuicdo da producdo de citocinas anti-inflamatérias, como IL-4 e IL-10. Esse
processo leva a atracdo e ativacdo de células imunes, ao desenvolvimento de
neuroinflamacao e a alodinia mecéanica (SISIGNANO et al., 2014; ZAJACZKOWSKA et
al., 2019).

2.2 Manejo da dor neuropatica

Em geral, o0 manejo da dor neuropatica baseia-se apenas no alivio da dor. O
desenvolvimento de novos tratamentos é dificultado pela limitagdo de modelos pré-
clinicos, diversidade de condi¢des fisiopatoldgicas e etioldégicas que culminam no
processo neuropatico, predisposicdo genética e diferencas étnicas encontrados na
clinica (ALLES; SMITH, 2018). Ainda, o diagnostico é dificultado devido a subjetividade
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dos sinais e sintomas. Até o momento, ndo ha medicamentos aprovados para prevencao
ou alivio da DNIQ em grandes ensaios clinicos randomizados e controlados por placebo
(CHEN et al., 2017). Em geral, pacientes com dor neuropatica ndo sao responsivos a
analgésicos ndo opioides, anti-inflamatorios esteroides ou analgésicos opioides
(COLLOCA et al., 2017). Um relatério recente recategorizou as linhas de tratamento
visando ao alivio da dor neuropética, baseadas em diretrizes internacionais e
recomendacdes meédicas. Abordagem multidisciplinar e tratamentos ndo farmacoldgicos
devem ser adotados como medidas complementares, pois induzem resultados

satisfatérios na pratica clinica (BATES et al., 2019).

2.2.1 Primeiralinha de tratamento

Os antidepressivos e anticonvulsivantes sdo o grupo de farmacos para os quais
h& evidéncias mais fortes de sua eficacia no manejo da dor neuropatica. Entre os
antidepressivos mais indicados estdo os antidepressivos triciclicos, como a amitriptilina
e nortriptilina, e os inibidores da recaptacdo da serotonina-noradrenalina (SNRI), como
a duloxetina e a venlafaxina (COLLOCA et al., 2017; MURNION, 2018). O emprego
desses farmacos para o alivio da dor baseia-se, principalmente, na acdo sobre os
controles inibitérios descendentes (vias noradrenérgica e serotoninérgica) por meio do
aumento da disponibilidade de noradrenalina e/ou serotonina (COLLOCA et al., 2017;
GILRON; BARON; JENSEN, 2015; ZILLIOX, 2017). O uso de antidepressivos triciclicos
é indicado principalmente no manejo da dor neuropatica associada ao diabetes,
quimioterapicos e herpes zoster. As reacgfes adversas mais observadas sdo a
sonoléncia e eventos anticolinérgicos, que incluem boca seca, visdo turva, constipacao,
retencdo urinaria e hipotensdo postural (COLLOCA et al., 2017; ZILLIOX, 2017). Os
SNRI sédo indicados, principalmente, para o manejo da DNIQ e dor neuropatica
associada ao diabetes e podem ocasionar nausea, constipacdo, dor abdominal e
sudorese (ZILLIOX, 2017). Os anticonvulsivantes indicados para manejo de dor
neuropatica sdo gabapentina e pregabalina. Esses farmacos modulam os canais para
Ca?* dependentes de voltagem, diminuindo a liberagdo de neurotransmissores
excitatorios. Em geral, sdo bem tolerados e induzem poucas rea¢cdes adversas, como
sedacdo e vertigem (ZILLIOX, 2017). As reacdes adversas induzidas por

antidepressivos ou anticonvulsivantes sao pronunciadas, principalmente, emidosos, que
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representam a populacdo mais vulneravel & dor neuropatica e, comumente, estdo
expostos a polifarmércia. Dessa forma, o tratamento tépico com lidocaina é encorajado.
A lidocaina, ao inibir canais para Na* sensiveis a voltagem, atenua as descargas
neuronais ectopicas. Apesar de apresentar um alto custo e exibir evidéncia clinica
moderada, os adesivos de lidocaina possuem um bom perfil de seguranca em idosos,
sendo recomendados principalmente para processos neuropéticos periféricos, como a
neuropatia pés-herpética (BATES et al., 2019; COLLOCA et al., 2017; MURNION, 2018).

2.2.2 Segunda linha de tratamento

Quando a monoterapia ndo promove a analgesia esperada, combinacdes
farmacoterapéuticas devem ser consideradas como segunda linha de tratamento. O uso
de tramadol associado a uma opcéo farmacéutica da primeira linha de tratamento é
encorajado mediante minuciosa avaliagdo do risco-beneficio ao paciente (BATES et al.,
2019). A associacdo de gabapentina e analgésico opioide induz um efeito de maior
magnitude quando comparado aquele induzido pelo anticonvulsivante em monoterapia
(CHAPARRO et al., 2013). O tramadol atua como agonista opioidérgico central e como
inibidor da recaptacao da norepinefrina e da serotonina. A prescricdo desse farmaco
deve ser evitada para pacientes com histérico de abuso de substancia ou para idosos em
uso de antidepressivos (COLLOCA et al., 2017; ZILLIOX, 2017).

2.2.3 Terceiralinha de tratamento

Para pacientes refratarios que ndo obtiveram éxito com a primeira ou segunda de
linha, recomendam-se préticas intervencionistas como injecdes epidurais, bloqueio
simpético, adesiolise, radiofrequéncia pulsada ou, ainda, desnervacdo por
radiofrequéncia. Outro tipo de farmaco tépico, como o adesivo de capsaicina 8%, pode
ser indicado para dor neuropatica focal. A capsaicina ativa canais catibnicos TRPV1 em
fibras nociceptivas, levando a dessensibilizagdo e desfuncionalizacdo do receptor. O
uso de adesivos ou formulacdes cremosas a base de capsaicina esta associado ao
aparecimento de erupgdes cutaneas, eritema, prurido e desconforto local (BATES et al.,
2019; COLLOCA et al., 2017).
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2.2.4 Quarta linha de tratamento

Relatorios internacionais recomendam a neuroestimulagdo como quarta
estratégia terapéutica (BATES et al., 2019). Apesar dessa intervencdo apresentar
evidéncias fracas, sua aplicacdo induz melhores efeitos quando comparados aqueles
induzidos pelas terapias convencionais (LAMER et al., 2019). Uma das técnicas mais
comuns de neuroestimulacdo consiste na implantacdo de um dispositivo gerador de
impulsos elétricos e um eletrodo, no espaco peridural, que estimula eletricamente as
fibras nervosas da medula espinhal, levando a uma leve sensacdo de parestesia
(LAMER; DEER; HAYEK, 2016).

2.2.5 Quintalinha de tratamento

Antes considerados terceira linha de tratamento, os analgésicos opioides vém
sendo empregados como ultimas alternativas farmacoterapéuticas para o alivio da dor
neuropatica. Vale ressaltar que, antes de iniciar o tratamento com analgésicos opioides,
€ necessario que o paciente seja submetido a uma técnica de neuroestimulacdo. O baixo
perfil de seguranca e poucos dados a longo prazo desencorajam o uso dessa classe de
farmacos (BATES et al., 2019; GILRON; BARON; JENSEN, 2015).

2.2.6 Sextalinha de tratamento

A liberacdo vetorizada de farmacos analgésicos como morfina e ziconotida,
apesar de fornecer uma evidéncia inconclusiva, comp&e mais uma op¢ao para o manejo
da dor neuropdtica refrataria. A administragdo intratecal impede o efeito de primeira
passagem e permite que o farmaco ultrapasse a barreira hematoencefalica, o que
possibilita diminuir a dose do farmaco. Pacientes com dores neuropaticas localizadas

sao responsivos ao tratamento (BATES et al., 2019).

2.3 Curcumina e seus analogos

A curcumina € o componente majoritario do rizoma da curcuma (Curcuma longa),
também conhecida como acafrdo da india. A curcumina € um composto amarelo e é
formada por dois anéis fendlicos unidos por uma dicetona insaturada (Figura 9). A

curcuma é amplamente empregada na medicina tradicional e propriedades anti-

inflamatoria, antimicrobiana, antitumoral, cicatrizante, antioxidante e neuroprotetoras,
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entre outras, tém sido descritas (AGGARWAL; HARIKUMAR, 2009; GUPTA et al., 2012;
SUETH-SANTIAGO et al., 2015).

Figura 9 - Estrutura quimica da curcumina.
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Estudos in vitro e in vivo demonstraram a atividade anti-inflamatéria da
curcumina. Em macréfagos murinos estimulados por lipopolissacarideo (LPS), a
curcumina inibiu a expressdo de mRNA para IL1-B, IL-6, TNF-a e ciclooxigenase (COX)-
2 (CHEN et al., 2008; GUIMARAES et al., 2013). A curcumina, administrada por via
intravenosa em ratos, reduziu a expressao génica da enzima 6xido nitrico (NO) sintase
induzida e da producdo de TNF-a e IL-6 estimuladas por LPS (BOYANAPALLI et al.,
2018). Em modelo experimental de artrite reumatoide induzida por colageno, a
administracdo per os (p.o.) de curcumina, durante trés semanas apo0s a inducdo da
artrite, diminuiu o edema de pata, o infiltrado inflamatorio, a hiperplasia sinovial e a
producdo de IL-1B, TNF-a e das metaloproteinases MMP-1 e MMP-3 (DAl et al., 2018).
Em camundongos, a administracao intraperitoneal (i.p.) de curcumina, reduziu o edema
de pata induzido por carragenina (JURENKA, 2009).

Além do efeito anti-inflamatorio, a curcumina induz efeito em modelos
experimentais de dor neuropatica. Em um modelo experimental de dor neuropaticainduzida
por vincristina, a administracdo repetida de curcumina diminuiu a hiperalgesia e a
alodinia térmicas, com reducéo do estresse oxidativo e concentracdo de Ca?* (BABU;
PRASANTH; BALAJI, 2015). A administragéo diaria de curcumina reduziu a alodinia
mecanica e ao frio em camundongos submetidos a sec¢do nervosa, sendo que esses
resultados foram relacionados com a reducédo das concentracdes de IL-1p decorrente
da inibicdo da sinalizacdo JAK2-STAT3 (LIU et al.,, 2016). No modelo de constricdo
cronica, a atividade antinociceptiva induzida pela curcumina foi associada a regulacao

negativa da expressado génica do fator neurotréfico derivado do cérebro e da COX-2,
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consideradas moléculas pré-nociceptivas (ZHU et al., 2014). Ainda, a curcumina reduziu
a dor neuropatica induzida por &lcool (KANDHARE et al., 2012) e estreptozotocina
(SHARMA et al., 2006). Foi comprovado que a curcumina inibe fatores de transcricao
nuclear, como NF-kB e AP-1, suprimindo a producdo de citocinas e quimiocinas
envolvidas na resposta inflamatéria, tais como TNF-a, IFN-y, IL-6, IL-17, IL-23 e MCP-1
(AGGARWAL; HARIKUMAR, 2009; GAO et al., 2022; KARIMIAN et al., 2017; PRASAD;
TYAGI; AGGARWAL, 2014; SUETH-SANTIAGO et al, 2015). Atividades
neuroprotetoras sdo atribuidas a curcumina em modelos de doencas
neurodegenerativas (ABRAHAMS et al., 2019; ZBARSKY et al., 2005). Tais atividades
comumente estdo associadas ao efeito antioxidante induzido por esse polifenol, que é
capaz de capturar radicais livres e EROS, atuando contra o estresse oxidativo (ANAND
et al., 2008).

Apesar das atividades altamente promissoras da curcumina que a tornam um
candidato a farmaco no manejo de pacientes com quadros &lgicos, sua baixa
biodisponibilidade compromete sua eficacia (AGGARWAL; HARIKUMAR, 2009;
PRASAD; TYAGI; AGGARWAL, 2014). Desse modo, acontecem pesquisas que visam
ao desenvolvimento e a avaliacao das atividades de analogos da curcumina, 0s quais
apresentam uma ampla possibilidade de aplicacdes terapéuticas. Alguns analogos da
curcumina apresentam atividades bioldgicas importantes, semelhantes ou mesmo
superiores aquelas da curcumina, o que justifica o crescente interesse nessa linha de
investigacdo (KHAN et al., 2012; SUETH-SANTIAGO et al., 2015).

A atividade de analogos da curcumina (Figura 10) foi demonstrada em diferentes
modelos experimentais, incluindo resposta nociceptiva induzida por formaldeido, edema
de pata induzido por carragenina, contorcdo abdominal induzida por acido acético,
periodontite induzida por LPS e associada ao diabetes, atrite induzida por adjuvante
completo de Freund (CFA) e lesdo pulmonar aguda induzida por LPS (ELBURKI et al.,
2017; QIAN et al., 2019; WANG et al., 2012; ZHANG et al., 2019). Alguns ensaios pré-
clinicos investigaram o0s possiveis mecanismos de acdo que poderiam ajudar a
compreender as atividades acima descritas. Diversos analogos da curcumina, como
derivados carbonilicos, piperidinicos e da diarilpentadienona, inibem a atividade de
NF-kB e a producdo de mediadores inflamatérios como TNF-a, IL-6, IL-1p,



31

prostaglandina (PG)E2 e NO (BISWAS et al., 2019; JOSEPH et al., 2018; WANG et al.,
2017; XIE et al., 2017; ZHANG et al., 2014). Cores et al. (2021) projetaram e sintetizaram
uma série de analogos da curcumina, para os quais foram observadas atividades
neuroprotetoras e anti-inflamatorias decorrentes da modulagdo de Nrf2 e reducdo de

nitrito, respectivamente.

Figura 10 - Exemplos de anélogos da curcumina utilizados em modelos
de inflamacdo. (A) A13 ((2E, 5E) -2,5-bis (4- (3-(dimetilamino) -propoxi)
benzilideno) ciclopentanona. (B) CMC 1.24 (4-fenilaminocarbonil bis-desmetoxi
curcumina. (C) 2-Metoxi-4-{( E )- 3-ox0-3 -[( E ) -2-oxo0-3- (3,4,5-
trimetoxibenzilideno) piperidina-1-il] prop-1-en-1 acetato de -il} fenil. (D) 5a28 ((
E) -1-[( E) -3-(4-hidroxi-3-metoxifenil) acrilo] -3- (3,4,5-trimetoxibenzilideno)

piperidin-2-ona. (E) FM0807 (salicilato de curcumina monoéster)
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Fonte: WANG et al. (2012). ZHANG et al. (2012). QIAN et al. (2019). ZHANG et al., 2019).
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2.4 Derivados tiazélicos

Os tiazois sdo membros dos heterociclos azdlicos, entre os quais estdo 0s
imidazois e oxazdis, que possuem uma coloracdo amarelo claro. Os derivados tiazolicos
apresentam diversas atividades biologicas, como anti-inflamatoria, antioxidante,
analgésica, antimicrobiana, antimalarica, anticancer, antialérgica, anti-hipertensiva e
antipsicotica, e estdo presentes em quase vinte medicamentos aprovados pela Food and
Drug Administration (FDA) (KASHYAP et al., 2012; PETROU; FESATIDOU,
GERONIKAKI, 2021). O meloxicam e a tiamina sdo exemplos de farmacos com
atividades anti-inflamatéria e analgésica e que apresentam grupamentos heterociclos
tiazolicos (Figura 11). Atividades anti-inflamatéria e antinociceptiva de derivados
tiazolicos foram demonstradas em modelos de granuloma e edema de pata induzidos
por carragenina (HOLLA et al., 2003; KUMAR; RAJPUT; BHATI, 2007) ou formalina
(KALKHAMBKAR et al., 2007) e em modelo de dor neuropéatica induzida por paclitaxel
(BRAGA et al., 2020).

Figura 11 - Derivados tiazolicos.
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Lino et al. (2018) sintetizaram e avaliaram a atividade antifingica de uma série
de derivados tiazdlicos. Entre os derivados sintetizados estd o composto (2E,3E)-3-
buten- 2-ona-4-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-2-(4-(4-metoxifenil)- 2-tiazolil) hidrazona (RI75;
Figura 12), um analogo da curcumina, que possui uma por¢ao hidrazino-tiazélico. O
RI75 é um sélido alaranjado, de massa molar de 395,1304 g/mol, com rendimento de
82%.

Figura 12 - Estrutura quimica do RI75
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Em estudo anterior, nosso grupo de pesquisa demonstrou que o tratamento de
camundongos sensibilizados com paclitaxel com o RI75, no 14° dia apés o inicio da
sensibilizacdo, resultou em aumento do limiar nociceptivo (Figura 13). Ainda,
demostramos que esse analogo da curcumina induz efeitos antinociceptivo e
antiedematogénico em modelos experimentais de dor e edema inflamatério induzidos
por carragenina, provavelmente, relacionados com mecanismos opioidérgicos e

serotoninérgicos e inibicdo da producdo e/ou acdo de mediadores inflamatérios e do
recrutamento de neutrofilos (COSTA et al., 2022).

Figura 13 - Efeitos induzidos por RI75 (40 mg/kg, i.p.), curcumina (40 mg/kg, i.p.),
pregabalina (30 mg/kg, i.p.) ou veiculo (CMC 0,5%, 10 mL/Kkg, i.p.) sobre a alodinia
mecanica induzida por paclitaxel (2 mg/kg.dia, i.p.). V = veiculo. P= paclitaxel. (A) Curso
temporal e (B) area sob a curva. *, ** e *** indicam diferencas estatisticamente signif

icativas em relagc&o ao grupo controle (p<0,05, p<0,01 e p<0,001, respectivamente). n=6.
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3  JUSTIFICATIVA

A DNIQ estd associada a grandes problemas sociais, emocionais e fisicos
enfrentados pelos pacientes submetidos a quimioterapia. A farmacoterapia disponivel
apresenta eficacia reduzida e, muitas vezes, seguranca inadequada. Visando a
reducdo dessas limitagGes, plantas medicinais se apresentam como fontes importantes
para a identificacdo de novas substancias biologicamente ativas e que podem se tornar
novas alternativas para o tratamento de pacientes com diversas condi¢des patoldgicas
(CASTILHO & BRAGA, 2011). Assim, estudos tém sido desenvolvidos a fim de avaliar
a atividade da curcumina, um importante componente da curcuma, devido as suas
propriedades neuroprotetoras, anti-inflamatéria, antinociceptiva e antioxidante, entre
outras. Entretanto, a baixa biodisponibilidade da curcumina compromete sua eficacia.
Diante das diversas propriedades biolégicas da curcumina, a sintese de analogos
estruturais torna-se importante no contexto do desenvolvimento de novos candidatos a
farmacos. Dessa maneira, a investigacdo e a caracterizacdo das atividades
neuroprotetoras e mecanismos subjacentes, bem como a avaliacdo toxicoldgica e
caracterizacdo quimica do RI75, um analogo da curcumina, podem contribuir para a
identificacdo de uma nova abordagem terapéutica eficaz e segura para a prevencao e
alivio da DNIQ.

4 OBJETIVO

Avaliar as atividades do RI75 em modelo experimental de DNIQ e os possiveis
mecanismos gue medeiam essas atividades, assim como avaliar, preliminarmente, a

toxidade in vitro e in vivo.

4.1 Objetivos especificos

e Avaliar os efeitos induzidos pelo RI75 no modelo experimental de dor neuropatica

induzida pelo paclitaxel;

e Avaliar o papel dos receptores canabinoidérgicos, opioidérgicos, serotoninérgicos
e canais e para potassio ATP-dependentes (KATP) na atividade do RI75 no
modelo de DNIQ;
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e Avaliar os efeitos induzidos pelo RI75 sobre a producéo de citocinas inflamatérias

em modelos in vivo e in vitro;

e Avaliar o efeito induzido pelo RI75 sobre as alteracdes histoldgicas do nervo

isquiatico induzidas pelo paclitaxel;
e Avaliar parametros toxicologicos preliminares do RI75;

e Avaliar o potencial antioxidante do RI75;

e Avaliar de forma preliminar o perfil do RI75 por cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplado a Detector de Arranjo de Diodos (DAD) e a estabilidade do

RI75 em solucéo.
5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Animais

Para os experimentos de DNIQ, foram utilizados camundongos Swiss machos
(25-30 g), e para os experimentos de toxicidade aguda, camundongos Swiss fémeas
(18-25 g), provenientes do Biotério da Faculdade de Farméacia da UFMG. Os animais
foram mantidos em ciclo claro-escuro de 12 h e em sala com temperatura controlada de
27 £ 1 °C, a qual corresponde a zona de termoneutralidade para roedores (GORDON,
1990). Racédo e agua foram fornecidas ad libitum. Os animais foram ambientados na
sala de experimentacao por pelo menos dois dias antes da realizacdo dos experimentos.
Apos esse periodo, os animais foram anestesiados com uma injecéo i.p. de uma solugéo
contendo cetamina (90 mg/kg) e xilazina (9 mg/kg) e submetidos a eutanasia por
deslocamento cervical ou em camara de CO,. O projeto foi aprovado pela Comisséo de
Etica no Uso de Animais da UFMG (CEUA/UFMG protocolos 224/2021 e 18/2024).

5.2 Drogas, farmacos e reagentes

o 2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH, Sigma Aldrich, EUA) - Composto radicalar.
e Acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA; Sigma-Aldrich, EUA) - Reagente
para preparo da solucdo de extracao de citocinas e anticoagulante.
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Acido sulfurico (Merck, Alemanha) - Reagente para preparo da solucéo de parada
da reacédo colorimétrica no ensaio de ELISA.

Albumina sérica bovina (BSA; Sigma-Aldrich, EUA) - Reagente para preparo
da solucéo de extracéo de citocinas e tampao de bloqueio no ensaio de ELISA.
AM251 (Tocris, EUA) - Antagonista canabinoidérgico CB1.

Aprotinina (Sigma-Aldrich, EUA) - Reagente para preparo de solugdo de extracao
de citocinas.

Cloreto de benzalcénio (Sigma-Aldrich, EUA) - Reagente para preparo de solucéo
de extracao de citocinas.

Cloreto de sadio 0,9% p/v injetavel (Equiplex, Brasil) — Veiculo.

Cloridrato de cetamina (Unido Quimica, Brasil) - Anestésico.

Cloridrato de ciproheptadina (Sigma-Aldrich, EUA) - Antagonista serotoninérgico.
Cloridrato de naltrexona (Sigma-Aldrich, EUA) - Antagonista opioidérgico.
Cloridrato de xilazina (Unido Quimica, Brasil) - Coadjuvante de anestesia.
Curcumina (Sigma-Aldrich, EUA) - Composto avaliado nos modelos de neuropatia.
Dimetilsulfoxido (DMSO; Neon, Brasil) - Veiculo para preparo das solugdes.
Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM; Cultilab, Brasil) - Meio de cultura.
Formaldeido (Synth, Brasil) - Reagente fixador para amostras teciduais.

Fosfato de dexametasona (Sigma-Aldrich, USA) - Anti-inflamatdério esteroide.
Fluoreto de fenilmetilsulfonila (PMSF; Sigma-Aldrich, EUA) - Reagente para
preparo da solucao de extracao de citocinas.

Glibenclamida (Sigma-Aldrich, EUA) - Blogueador de canais KATP.
Lipopolissacarideo (Sigma-Aldrich, EUA) - Estimulo inflamatorio.
Ortofenilenodiamina (Sigma-Aldrich, EUA) - Reagente para preparo da solucéo
do substrato no ensaio de ELISA.

Paclitaxel (Sigma-Aldrich, EUA) - Farmaco antineoplasico.

Perdxido de hidrogénio (Synth, Brasil) - Reagente para preparo da solucédo do
substrato no ensaio de ELISA.

Pregabalina (Medley, Brasil) - Farmaco anticonvulsivante.

Pen Strep (Life Technologies Corporation) - Reagente utilizado no cultivo celular.
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e RI75 - (Laboratorio de Quimica Farmacéutica, Departamento de Produtos
Farmacéuticos, Faculdade de Farmacia, UFMG) - Analogo da curcumina avaliado
no modelo de neuropatia.

e Rutina (Sigma-Aldrich, EUA) - Flavondide antioxidante.

e Salina tamponada com fosfato (PBS) pH 7,2 - Reagente utilizado no ensaio
de ELISA.

e Tween 20 (Sigma-Aldrich, EUA) - Reagente utilizado no ensaio de ELISA.

e Tween 80 (Neon- Brasil) - Veiculo para preparo das solucdes.

As demais substancias utilizadas apresentavam grau reagente, sem purificacdo

adicional.

5.3 Preparo das solucdes e suspensdes, vias de administracdo e doses

utilizadas

5.3.1 RI75, curcumina, dexametasona e pregabalina

Para os experimentos in vivo, as suspensoes de RI75, curcumina e pregabalina
foram preparadas em solucao de Tween 80 1% em cloreto de sédio 0,9% p/v injetavel.
Foram utilizadas doses de 10, 20, 40 e 80 mg/kg do RI75, 40 mg/kg da curcumina e 30
mg/kg da pregabalina, administradas por via i.p., em volume de 10 mL/kg. Para os testes
in vitro, as solugdes de RI75, curcumina e dexametasona foram preparadas em DMSO
2% em meio de cultura DMEM suplementado com soro fetal bovino (SFB) a 10%. Para
a andlise da atividade antioxidante, o RI75 foi solubilizado em metanol com diluicbes
sucessivas até concentracdo de trabalho no mesmo diluente. Para a analise
cromatografica e avaliacao de estabilidade em solucao, o RI75 foi dissolvido em DMSO

2% e, posteriormente, diluido em cloreto de sédio 0,9% p/v.

5.3.2 Preparo das solucdes de naltrexona e ciproheptadina

As solucdes de naltrexona e ciproheptadina foram preparadas em solucdo de
cloreto de sodio 0,9% p/v injetavel, imediatamente antes da administracdo. As doses de
naltrexona e ciproheptadina foram 5 e 10 mg/kg. Esses antagonistas foram

administrados por via i.p. em volume de 4 mL/kg.
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5.3.3 Preparo da emulsdo de AM251

A emulsdo de AM251 foi preparada em cremofor 5% e alcool etilico 5%
acrescentados em solucdo de cloreto de sodio 0,9% pl/v, imediatamente antes da
administracdo. O antagonista foi administrado por via i.p. nas doses de 4 e 8 mg/kg, em

volume de 4 mL/kg.

5.3.4 Preparo da suspenséao de glibenclamida

A suspenséao de glibenclamida foi preparada em suspensao de CMC 0,5% p/v em
cloreto de sédio 0,9% pl/v, imediatamente antes da administracdo. As doses de
glibenclamida foram 20 e 40 mg/kg. A suspenséo foi administrada p.o., em volume de 8
mL/kg.

5.3.5 Preparo da suspenséao de paclitaxel

O paclitaxel foi devidamente pesado em capela de fluxo laminar, em ocasiao
anterior ao preparo das suspensodes, seguindo as normas preconizadas para 0 manuseio
de agentes antineoplasicos, como uso de capote, luvas de latex e mascara. A suspensao
de paclitaxel foi preparada em solucdo de cloreto de sédio 0,9% p/v injetavel
imediatamente antes de cada administracédo. O paclitaxel foi administrado por via i.p. em
volume de 2 mL/kg. A dose padronizada foi de 2 mg/kg, sendo realizadas quatro injecées

(dose cumulativa de 8 mg/kg).

5.3.6 Preparo do meio de cultura DMEM

A solucéo estoque de meio celular foi preparada dissolvendo o DMEM em 800 mL
de agua ultrapura, 2 g de bicarbonato de sédio e 10 mL de solugéo antimicrobiana. Apos
a completa dissolucdo, o pH foi ajustado para a uma faixa entre 7,2-7,4 e, por fim,
completou-se o volume para 1 L. Para a manutencéo geral das células, essa solugao foi
enriquecida com 10% (v/v) de SFB. Para a etapa de carenciamento, uma solu¢do de meio

de cultura empobrecida foi preparada com 1% (v/v) de SFB.
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5.3.7 Preparo da solucéo de LPS

A solucéo de LPS foi preparada em meio de cutura DMEM suplementado a 10%
com SFB, imediatamente antes da adicdo as células RAW 264.7. A concentracao
utilizada foi 1 ug/100 mL de meio.

5.4 Avaliacdo da alodinia mecanica

A alodinia mecéanica foi medida por meio do uso de um analgesimetro digital
(Modelo EFF 301, Insight, Brasil). Os camundongos foram colocados em compartimentos
de acrilico (22 x 18 x 14 cm) dispostos sobre um suporte que possui como base uma tela
metélica. Os animais foram ambientados ao aparato experimental, diariamente,
aproximadamente 60 min por dia, durante dois dias antes dos experimentos. Um
transdutor de forgca manual (faixa: 0,1 a 1000 g, ou, aproximadamente, 0,1 a 10 N),
equipado com uma ponta de polietileno (0,5 mm de diametro), foi gradualmente
pressionado sobre a superficie plantar da pata direita posterior até que o animal retirasse
a pata. O valor indicando a pressao que fez com que o animal removesse a pata foi
registrado automaticamente. O limiar de retirada da pata foi determinado pela média de
cinco avaliagbes em intervalos de 20 s, descartando-se 0 maior e o menor valor e
calculando-se o limiar nociceptivo como a média dos trés valores restantes. No dia do
experimento, o limiar de retirada da pata de cada animal foi determinado e a divisdo dos
grupos experimentais foi feita de maneira que as massas corporais dos animais e limiares

dos diferentes grupos fossem semelhantes.

5.5 Modelo experimental de dor neuropética induzida pelo paclitaxel

Os camundongos receberam injecdes i.p. da solucédo de paclitaxel em cloreto de
sédio 0,9%, na dose 2 mg/kg, em volume de 2 mL/kg (dose cumulativa de 8 mg/kg).
Foram realizadas quatro injecfes i.p. em dias alternados (dias 1, 3, 5 e 7). O grupo
controle foi submetido ao mesmo procedimento, porém com injecdes de cloreto de sédio

estéril (Figura 14).
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Figura 14 - Escala temporal da padronizacdo do modelo de dor neuropética

induzida por paclitaxel
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Fonte: Elaboracéao propia.

5.6 Avaliacao dos efeitos induzidos pelo RI75 no modelo de dor neuropética
induzida pelo paclitaxel

Os animais receberam uma dose diaria de RI75 (10, 20 ou 40 mg/kg, 10 mL/kg em
Tween 80 1%) ou curcumina (40 mg/kg, 10 mL/kg em Tween 80 1%), por via i.p., 1 h
antes da administracdo da primeira dose de paclitaxel e durante todo periodo avaliado.
Grupos controles receberam injecdes de pregabalina (30 mg/kg, 10 mL/kg em Tween 80
1%) ou veiculo pelo mesmo periodo de tempo. A alodinia mecénica foi avaliada nos dias
1, 3,5, 7 e 8 apds a primeira administracdo de paclitaxel, na 42 h apés a administracao
dos compostos (Figura 15).



42

Figura 15 - Escala temporal da avaliacdo do efeito induzido pelo RI75 sobre a alodinia

mecanica induzida pelo paclitaxel.
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5.7Avaliacéo da variagdo da massa corporal
Para investigar o efeito induzido pelo RI75 sobre a variacdo da massa corporal no
modelo experimental de dor neuropatica induzida pelo paclitaxel, os animais foram
tratados de acordo com o protocolo descrito na secdo 5.6, utilizando a maior dose do
analogo. A massa corporal de cada camundongo foi determinada diariamente, antes de

cada administracdo dos compostos (Figura 16).



Figura 16 - Determinacdo da massa corporal em funcéao do tempo.
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Fonte: Elaboracéao propia.

5.8 Avaliacao dos efeitos induzidos por AM251, naltrexona, ciproheptadina e
glibenclamida sobre a atividade do RI75 no modelo experimental de dor

neuropética induzida pelo paclitaxel
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Com o objetivo de avaliar os possiveis mecanismos envolvidos na atividade

antinociceptiva do RI75 no modelo experimental de dor neuropatica induzida pelo
paclitaxel, foram utilizados antagonistas canabinoidérgico (AM251), opioidérgico
(naltrexona) e serotoninérgico (ciproheptadina) e um bloqueador de canais KATP
(glibenclamida). O AM251 (4 e 8 mg/kg, i.p.), a naltrexona (5 e 10 mg/kg, i.p.), a
ciproheptadina (5 e 10 mg/kg, i.p.) e a glibenclamida (20 e 40 mg/kg, po.) foram
administradas 30 min antes da administracdo do RI75 (40 mg/kg, i.p.) (Figura 17). A

alodinia mecénica foi avaliada 2, 4 e 6 h ap6s administracdo do analogo da curcumina.
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Figura 17 - Escala temporal da avaliacdo dos efeitos induzidos pelo RI75, ap6s
tratamento prévio com AM251 naltrexona, ciproheptadina ou glibenclamida, sobre a

alodinia mecanica induzida pelo paclitaxel.
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Fonte: Elaboracao prépia.

5.9 Quantificagao de citocinas inflamatérias

Para investigar o efeito induzido pelo RI75 sobre a producdo de citocinas
inflamatdrias no modelo experimental de DNIQ, os animais foram sensibilizados com o
paclitaxel de acordo com o protocolo descrito na secdo 5.5. No 8° dia apés a
sensibilizacdo com o quimioterapico, os animais foram tratados com RI75 (40 mg/kg),
curcumina (40 mg/kg) ou veiculo (Tween 80 1%, 10 mL/kg) por via i.p. Apés 4 h da
administracdo dos compostos, 0s animais foram eutanasiados e amostras de nervo
isquiatico, tdlamo e GRD (L3 a L5) foram removidas (Figura 18). Os tecidos foram
pesados e homogeneizados em devidas solucdes e, posteriormente, submetidos a
centrifugacéo (10.000 rpm) durante 15 min a 4 °C. As concentragdes de CXCL-1 e TNF-a
foram avaliadas pelo método de imunoensaio (ELISA), a 490 nm, seguindo as instru¢cdes
fornecidas pelo fabricante (kits DuoSet, R&D Systems, EUA).
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Figura 18 - Escala temporal da avaliagao do efeito induzido pelo RI75 sobre a

concentracdo de mediadores inflamatérios.
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Fonte: Elaboracao prépia.

5.10 Avaliacao dos efeitos induzidos pelo RI75 sobre as alteracdes

histolégicas do nervo isquiatico induzidas pelo paclitaxel

Os camundongos foram sensibilizados, tratados e eutanasiados, conforme
descrito na secéo anterior. Uma seccdo de aproximadamente 5 mm do nervo isquiatico
direito foi dissecada em sua saida da medula espinhal e fixada em solucdo de
formaldeido tamponada com fosfato a 4% por 48 h. Posteriormente, cortes transversais
e longitudinais de 5 ym foram obtidos e corados usando hematoxilina e eosina. As
amostras foram, entdo, avaliadas, empregando um sistema de pontuacdo adaptado
(TAWFIK et al., 2018). Os nervos isquiaticos foram avaliados quanto a (1) edema, (2)
mielinopatia/axonopatia (degeneracao e retracdo axonal) e (3) dano morfolégico ao
perineuro/epineuro, com pontuacdes atribuidas como 0 (ausente), 1 (leve), 2 (moderado)

e 3 (grave), levando a uma pontuacdo maxima possivel de 9.

5.11 Avaliacdo da citotoxicidade e quantificagdo de citocinas inflamatérias in
vitro
Para analises in vitro, a linhagem celular de macrofagos RAW 264.7 foi,

inicialmente, semeada em placas de 96 pocos (1x10* células/poco) em meio de cultura
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DMEM suplementado com 10% (v/v) de SFB e incubadas a 37°C e 5% CO:. A cultura de
células RAW 264.7 foi submetida & etapa de carenciamento, por meio da adicdo de
DMEM suplementado com SFB 1% por 6 h. Posteriormente, foram estimuladas com LPS
de E. coli por 4 h. Em seguida, as células foram expostas a concentracdes seriadas de
RI75 (0,2-125 pM), veiculo (DMSO 2% diluido em DMEM suplementado) ou
dexametasona 0,1 pM, por 24 h (Figura 19). ApGs esse periodo, o sobrenadante foi
coletado e armazenado a -70 °C para posterior quantificacdo das citocinas inflamatérias
TNF-a e IL-1B por meio de um imunoensaio (ELISA), usando comprimento de onda de
450 nm e seguindo as instrugdes fornecidas pelo fabricante (kits DuoSet, R&D Systems,
EUA).

Apos a remocao do sobrenadante, 100 pL de acido tricloroacético 10% (v/v) foram
adicionados a cada poco da placa de cultura e incubados a 4 °C durante 60 min para a
fixacdo das células. Em seguida, as placas foram cuidadosamente lavadas com agua
ultrapura e, apds secagem completa a temperatura ambiente, 100 yL de solugao de
sulforodamina B (SRB) a 0,057% (p/v) foram adicionados em cada poco e as placas
foram mantidas a temperatura ambiente durante 30 min. A seguir, as placas foram
submetidas a lavagens com acido acético 1% (v/v) e, novamente, mantidas a temperatura
ambiente até a secagem completa. O corante ligado as proteinas celulares foi
solubilizado com 100 pL de solugao Tris Base a 10 mM e pH 10,5. O ensaio baseia-se
na capacidade da SRB de se ligar a componentes proteicos de células que foram fixadas
em placas de cultura pelo acido. A SRB € um corante rosa, que possui dois grupos
sulfénicos que se ligam a residuos de aminoacidos béasicos sob condi¢cbes acidas suaves
e se dissociam sob condi¢Bes basicas. Como a ligacdo da SRB é estequiométrica, a
guantidade de corante extraido das células coradas é diretamente proporcional a massa
celular. A leitura da absorbancia foi realizada em um leitor de microplacas (Versamax
Genius®, MA-EUA) a 510 nm e a porcentagem da inibicdo do crescimento celular

calculada em relacdo a absorbancia das células mantidas somente em meio de cultura.
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Figura 19 - Escala temporal da avaliagéo da citotoxicidade em RAW 264.7
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Fonte: Elaboracéao propia.

5.12 Toxicidade do RI75 em invertebrado

Em recipiente plastico foram solubilizados 22 g de sal marinho em 1 L de agua
com o pH ajustado para 8,0. A solugdo permaneceu em aquario com aeracao constante
durante todo o experimento. Nessa solucdo, foram deixados por trés dias, cistos de
Artemia salina L., ap0s eclosédo, foram separadas manualmente em grupos de 10
individuos. Posteriormente, solucdo de RI75 em concentragfes variadas (19,5; 50; 250;

500; 750; 1000 e 1250 pg/mL) foi colocada em contato com o crustaceo durante 24 h.

5.13 Toxicidade aguda do RI75 em camundongos

Dose unica do RI75 (40 ou 80 mg/kg) ou veiculo foi administrada por via i.p. em
camundongos fémeas. ApGs os tratamentos, os animais foram observados durante 14
dias e foram avaliadas modificagbes comportamentais e clinicas, massa corporal,
morbidade e mortalidade. A variacdo de massa foi calculada de acordo com a massa
inicial de cada animal. Apos 14 dias, os animais foram anestesiados com mistura de
cetamina (80 mg/kg) e xilazina (15 mg/kg) e o sangue foi coletado por puncéao do plexo
braquial em tubos contendo anticoagulante (EDTA). Parametros hematol6gicos como
hemoglobina, hematocrito (HCT), globulos vermelhos (RBC), leucécitos totais
(leucacitos) e linfécitos foram avaliados para cada grupo. A fungéo renal foi avaliada por

meio da determinacdo das concentracOes da uréia e creatinina. A funcdo hepatica foi
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avaliada por meio da determinacao das atividades da alanina aminotransferase (ALT) e
aspartato aminotransferase (AST).

5.14 Avaliacao da atividade antioxidante do RI75

Com o intuito de avaliar uma potencial atividade antioxidante do RI75, uma solugéao
estoque (100 pg/mL) do RI75 foi preparada em metanol. Por meio de diluicdes
sucessivas, utilizando o mesmo diluente, foram preparadas 11 concentracdes
equidistantes da amostra, que variaram entre 5 a 15 pug/mL. Processo similar foi adotado
para a curcumina, sendo a faixa analisada de 1 a 10 pg/mL. Para a realizacéo do ensaio,
100 uL da solucéo de RI75 ou curcumina foram colocadas em contato com 40 yL de uma
solugdo metandlica de 300 uM de DPPH, em microplaca de 96 pocos, protegida da luz
por 30 min. A molécula de DDPH possui um radical livre. Ao sofrer redugdo por uma
molécula antioxidante, o DDPH tem sua coloracdo violeta modificada para amarela
(Figura 20).
Figura 20 - Reacéo quimica da reducédo do DPPH.
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Fonte: Google Imagens (2024)

Decorrido o tempo, as leituras foram realizadas em espectrofotometro no
comprimento de onda de 517 nm. Realizou-se, conjuntamente, a leitura das amostras,
solugdes de branco amostral (metanol), controle negativo (metanol e DPPH) e controle
positivo (rutina). O experimento foi realizado em triplicata. Apos finalizacdo do teste, a
atividade antioxidante foi calculada segundo a formula 1:
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Formula 1. Férmula para calculo da atividade antioxidante

AbsAm — AbsCN

Atividade antioxidante (%): AbsCN

Onde:
AbsAm = Absorbancia da amostra subtraida de seu branco
AbsCN = Absorbancia do controle negativo subtraida de seu branco
Posteriormente, curvas analiticas foram calculadas para determinacdo dos

respectivos 1C50.

5.15 Analise em Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE-DAD)

Para obter o perfil cromatogréfico das amostras, foi usado método previamente
descrito (CHAUHAN; SINGH; AGRAWALA, 1999). Para isso, amostras de RI75 e
curcumina foram solubilizadas em cloreto de sédio 0,9% com 2% de DMSO, de forma a
se obter uma concentragcao de 500 pg/mL. Posteriormente, duas diluicées sucessivas, a
100 pg/mL e 10 pg/mL, foram realizadas utilizando metanol como diluente. Ambas as
amostras a 10 pg/mL, foram filtradas através de membrana de PVDF de 0,45 um.
Posteriormente, 10 yL de cada amostra foram injetadas, separadamente, em um
cromatégrafo (Shimadzu LC-20A Prominence) acoplado a um detector de arranjo de
fotodiodos (Shimadzu SPD-20A).

A avaliacdo ocorreu com uma coluna C-18 (150 mm x 3,9 mm x 5 ym), em modo
isocratico de eluicdo, utilizando mistura de metanol: 4gua ultrapurificada (70:30). A taxa
de fluxo para o método cromatogréfico foi de 1,0 mL/min, com os dados do cromatograma
registrados em 425 nm e adquiridos no software Shimadzu Lab Solutions®. Para o estudo
de estabilidade do RI75 em solugéo, foi feita avaliacdo em triplicata, nos tempos 0, 6,
12,18, 24, 30, 48, 72, 96, 120 e 600 h, com anotacdo das integracdes das é&reas

cromatograficas dos picos correspondentes aos compostos avaliados.

5.16 Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padréo da média. Os resultados
referentes a quantificacéo de citocinas e de area sob a curva (ASC) foram analisados por

meio da analise de variancia simples de uma via (ANOVA), seguido pelo teste de
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Newman- Keuls. Os resultados de alodinia mecanica induzida pelo paclitaxel e massa
corporal foram analisados por meio de andlise de variancia de duas vias, seguida pelo teste de
Bonferroni. Adotou-se um nivel de significancia de 5%. As diferencas foram avaliadas usando
andlise de variancia unidirecional ou bidirecional seguida por teste de Newman-Keuls,
Bonferroni ou Tukey. Um valor de p<0,05 foi considerado significativo. O valor de IC50 no
ensaio de letalidade foi calculado por meio da analise Probit, com a homocedasticidade dos
dados verificada por meio da analise Person. Foram utilizados os softwares Graph Prism 8.0 e
IBM SPSS Statistics v.20.

6 RESULTADOS

6.1 Efeito induzido pelo RI75 sobre a alodinia mecéanica induzida pelo

paclitaxel

Inicialmente, realizamos a padronizagdo do modelo experimental de dor
neuropatica induzida pelo paclitaxel. O limiar para retirada da pata foi avaliado a cada dois
dias, durante oito dias, apos a primeira administracdo do paclitaxel (2 mg/kg.dia, i.p.). A
alodinia mecanica se estabeleceu dois dias apds a primeira administracdo do paclitaxel
e se manteve durante todo o periodo avaliado. O limiar nociceptivo foi reduzido de 6,93 +
0,13 g para 3,83 £ 0,18 g no 8° dia no grupo que recebeu paclitaxel. Os animais do grupo
controle (veiculo) ndo apresentaram alteracdes significativas do limiar nociceptivo (Figura
21).
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Figura 21 - Efeitos induzidos por administracfes repetidas de paclitaxel (2 mg/kg.dia,
dose cumulativa 8 mg/kg, i.p.) ou veiculo (cloreto de sodio 0,9%, 2 mL/kg, i.p.) sobre o
limiar nociceptivo. V = veiculo. P= paclitaxel. (A) Curso temporal e (B) area sob a curva

(ASC). *** indica diferenca estatisticamente significativa em relacéo ao grupo V/V
(p<0,001). n=6.
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Em préximo protocolo experimental, RI75 (10, 20 e 40 mg/kg) e curcumina (40

mg/kg) foram administrados i.p., diariamente, 1 h antes da administragéo do paclitaxel. O
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RI75, na dose de 40 mg/kg, atenuou significativamente a alodinia mecanica no 5° (RI75
40 mg/kg = 6,08 + 0,12 g; V/P = 5,15 +0,16 g), 7° (RI75 40 mg/kg =5, 47 £ 0,08 g; V/IP =
4,32 £0,04) e 8° (RI75 40 mg/kg = 5,38 £ 0,20 g; V/IP = 3,78 £ 0,16 g) dia apds a primeira
administracéo do paclitaxel. O tratamento com pregabalina (30 mg/kg, i.p.) induziu o efeito
antinociceptivo a partir da segunda administracao do quimioterapico (3° = 6,85 + 0,13 g;
5°=6,35+0,22; 7°=6,03£0,13 g e 8°dia = 5,92 £+ 0,18 g) (Figura 22 A). Uma avaliacéo
global indicou aumento significativo do limiar nociceptivo nos grupos pré-tratados com
RI75 nas doses de 20 e 40 mg/kg, curcumina ou pregabalina, quando comparados com
0 grupo controle (V/P = 14, 39 + 0,28 g; RI75 20 mg/kg = 16,03 + 0,42 g; RI75 40 mg/kg
= 17,34 £ 0,14 g; curcumina = 16,17 + 0,29 g; pregabalina = 18,77 = 0,28 g). A menor

dose do RI75 nao induziu efeito antinociceptivo (Figura 22 B).
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Figura 22 - - Efeitos induzidos por RI75 (10, 20 e 40 mg/kg, i.p.), curcumina (40

mg/kg, i.p.), pregabalina (30 mg/kg, i.p.) ou veiculo (Tween 80 1%, 10 mL/kg, i.p.) sobre

a alodinia mecénica induzida por paclitaxel (2 mg/kg.dia, i.p.). V = veiculo. P= paclitaxel.

(A) Curso temporal e (B) area sob a curva (ASC). *, ** e *** indicam diferencas

estatisticamente significativas em relacéo ao grupo controle (p<0,05, p<0,01 e p<0,001,
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6.2 Efeito induzido pelo RI75 sobre a massa corporal

Foram avaliados os efeitos induzidos pelo RI75 sobre a massa corporal dos
animais sensibilizados com paclitaxel. Observamos que os animais que receberam doses
diarias de RI75 (40 mg/kg, i.p.), apresentaram ligeira reducdo da massa corporal (RI75
40 mg, 1° = 29,00 + 0,36 g, 2° = 27,00 £ 0,63 g; 3° = 28,00 + 0,63 g; 4° = 28.67 £ 0,67
g, 5°=29,50 £ 0,67 g; 6° = 30,50 + 0,56 g; 7° = 30,83 £ 0,75 g e 8° dia= 32,0 + 0,68 @),
guando comparados aos animais dos grupos controle ou curcumina. No entanto, a
diferenca nédo foi mantida e no 8° dia, todos os grupos exibiram massas corporais médias
similares (Figura 23 A). Uma avaliacdo global também indicou reducédo da massa corporal
induzida pelo analogo de curcumina (V/V =186,1 +1,33 g; V/P =187,9 £ 2,53 g; RI75 =
177,0 £ 3,79 g; curcumina = 181,7 + 1,38 g) (Figura 23 B).



Figura 23 - Efeitos induzidos pelo RI75 (40 mg/kg, i.p.) € curcumina sobre a
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massa corporal dos animais. V = veiculo. (A) Curso temporal e (B) area sob a curva

(ASC). * e ** indicam diferencas estatisticamente significativas em relagéo ao grupo

controle (p<0,05 e p<0,01, respectivamente). # e # indicam diferencas estatisticamente

Massa corporal (g)

significativas em relagéo ao grupo V/P (p<0,005, p<0,01). n=6.
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6.3 Efeitos induzidos por AM251, naltrexona, ciproheptadina ou glibenclamida
sobre a atividade antialodinica do RI75

Tendo sido demonstrada a atividade antialodinica do RI75 (40 mg/kg),
investigamos o0s possiveis mecanismos envolvidos nessa atividade. Para isso, foram
avaliados os efeitos induzidos por AM251, naltrexona, ciproheptadina ou glibenclamida
sobre a atividade antialodinica do RI75. O AM251 (8 mg/kg), administrado isoladamente,
ndo atenuou a alodinia mecéanica induzida pelo paclitaxel. No entanto, o RI75 aumentou
o limiar nociceptivo dos animais. A atividade induzida pelo analogo de curcumina foi
atenuada pela administracéo prévia do antagonista canabinoidérgico nas doses de 4 e 8
mg/kg (V/V =4,37 £ 0,061 g; A8/V =4,67 +0,23 g; V/IRI75=6,30+0,17 g; A4/RI75 = 5,08
+0,15 g e A8/RI75 = 5,58 £ 0,14 g, 4 h) (Figura 24 A). Uma avaliacdo global indicou que
o efeito induzido pela maior dose (8 mg) do AM251 nao foi superior aquele induzido pela

menor dose (4 mg) do antagonista (Figura 24 B).
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Figura 24 - Efeito induzido pelo AM251 (4 ou 8 mg/kg, i.p.) sobre a atividade
antialodinica do RI75 (40 mg/kg, i.p.). O AM251 foi administrado 30 min antes do RI75.
V = veiculo. (A) Curso temporal e (B) area sob a curva (ASC). *** indica diferenca
estatisticamente significativa em relacdo ao grupo controle (p<0,001). #, ## e ###
indicam diferencas estatisticamente significativas em relagéo ao grupo V/RI75 (p<0,05,
p<0,01 e p<0,001). n=6.
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A naltrexona, administrada isoladamente na dose de 10 mg/kg, ndo alterou a
alodinia mecénica induzida pelo paclitaxel. Essa resposta foi inibida pelo tratamento com
RI75. A atividade antialodinica do RI75 foi atenuada pela administracdo prévia de
naltrexona nas doses de 5 e 10 mg/kg (V/V = 4,48 + 0,30 g; RI75/V = 5,98 £ 0,25 g;
N5/RI75 = 4,85 + 0,07 g; N10/RI75 =4,78 £ 0,08, 4 h) (Figura 25 A). Uma avaliagéo global
também indicou atenuacgdo da atividade antialodinica do RI75 pelo pré-tratamento com

naltrexona em ambas doses (Figura 25 B).
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Figura 25 - Efeito induzido pela naltrexona (N; 5 ou 10 mg/kg, i.p.) sobre a atividade
antialodinica do RI75 (40 mg/kg, i.p.). A naltrexona foi administrada 30 min antes do

RI75. V = veiculo. (A) Curso temporal e (B) area sob a curva (ASC). ** e *** indicam

diferencas estatisticamente significativas em relagéo ao grupo controle (p<0,01 e

p<0,001, respectivamente). ,*, # e ## indicam diferencas estatisticamente significativas

em relacao ao grupo V/RI75 (p<0,05, p<0,01 e p<0,001, respectivamente). n=6.
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A ciproheptadina, administrada isoladamente, ndo induziu efeito sobre o limiar
nociceptivo dos animais. O RI75 atenuou a alodinia mecénica induzida pelo paclitaxel. A
administracdo prévia da ciproheptadina atenuou o efeito induzido pelo RI75 (V/V = 4,60
+0,18 g; C 10/V = 4,65 + 0,14; VIRI75 = 5,67 + 0,19 g; C5/RI75 =5,10 £ 0,16 g; C10/V =
4,73 = 0,14, 4 h) (Figura 26 A). Uma avaliacdo global também indicou atenuacdo da
atividade antialodinica do RI75 pelo pré-tratamento com ciproheptadina em ambas doses
(Figura 26 B).
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Figura 26 - Efeito induzido pela ciproheptadina (5 ou 10 mg/kg, i.p.) sobre a
atividade antialodinica do RI75 (40 mg/kg, i.p.). A ciproheptadina foi administrada 30 min
antes do RI75. V = veiculo. (A) Curso temporal e (B) area sob a curva (ASC). ** g ***
indicam diferencas estatisticamente significativas em relacéo ao grupo controle (p<0,01 e
p<0,001, respectivamente). # e ## indicam diferencas estatisticamente significativas em

relacéo ao grupo V/RI75 (p<0,05 e p<0,001, respectivamente). n=6.
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A glibenclamida, administrada isoladamente na dose de 40 mg/kg, néo alterou a
alodinia mecénica. Essa resposta foi inibida pelo tratamento com RI75. A atividade
antialodinica do RI75 néo foi atenuada pela administracdo prévia de glibenclamida, nas
doses de 20 e 40 mg/kg (Figura 27).
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Figura 27 - Efeito induzido pela glibenclamida (20 ou 40 mg/kg, i.p.) sobre a
atividade antialodinica do RI75 (40 mg/kg, i.p.). A glibenclamida foi administrada 30 min
antes do RI75. V = veiculo. (A) Curso temporal e (B) area sob a curva (ASC). * e ***
indicam diferencas estatisticamente significativas em relagéo ao grupo controle (p<0,05
e p<0,001). n=6.
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6.4 Efeito induzido pelo RI75 sobre a producédo de CXCL-1 e TNF-a induzida

por paclitaxel

Concentra¢bes aumentadas de CXCL-1 no nervo isquiéatico (17,56 + 2,34 pg/100
mg; Figura 28 A), GRD (22,81 + 4,03 pg/100 mg; Figura 28 B) e tdlamo (53,38 + 9,36
pg/100 mg; Figura 28 C) foram observadas oito dias apos a primeira administracao de
paclitaxel. Ao mesmo tempo, também foram observadas concentracdes aumentadas de
TNF-a no nervo isquitico (37,62 + 3,08 pg/100 mg; Figura 28 D), GRD (28,34 + 3,52
pg/100 mg; Figura 28 E) e talamo (12,52 + 3,68 pg/100 mg; Figura 28F). Administracéo
anica do RI75 (40 mg/kg, ip) reduziu as concentracfes de CXCL-1 (nervo isquiatico, 2,50
+ 1,72 pg/100 mg, Figura 28 A; GRD, 5,06 = 1,40 pg/100 mg, Figura 28 B; tdlamo, 16,66
+ 1,51 pg/100 mg, Figura 28 C) e TNF-a (nervo isquiatico, 11,44 + 6,80 pg/100 mg, Figura
28 D, GRD, 13,78 * 3,54 pg/100 mg, Figura 28 E, talamo, 0,43 + 0,42 pg/100 mg, Figura
28 F), avaliadas 4 h ap6s a administracdo do composto. A curcumina, usada como
controle, também reduziu as concentracdes de CXCL-1 (nervo isquiéatico, 3,47 + 1,43
pg/100 mg, Figura 28 A; GRD, 3,00 + 1,68 pg/100 mg, Figura 28 B; talamo, 23,40 + 2,88
pg/100 mg, Figura 28 C) e TNF-a (nervo isquiético, 10,56 + 6,50 pg/100 mg, Figura 28 D;
GRD, 10,88 + 2,14 pg/100 mg, Figura 28 E; e talamo, 4,528 + 3,20 pg/100 mg, Figura 28
F).
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Figura 28 - Efeitos induzidos por administragcéo unica de RI75 (40 mg/kg, i.p.),

curcumina (40 mg/kg, i.p.) ou veiculo (1% Tween 80, 10 mL/kg, i.p.) sobre as

concentracfes de CXCL-1 e TNF-a no nervo isquiatico, GRD e talamo em animais

sensibilizados com paclitaxel (2 mg/kg.dia, i.p.; dose cumulativa= 8 mg/kg). As

concentracdes de CXCL-1 e TNF-a foram determinadas 4 h apds a administragcao dos

compostos, no 8° dia apos a primeira administracdo de paclitaxel. V=veiculo,

P=paclitaxel. ** e *** indicam diferencas significativas em relacdo ao grupo veiculo

(p<0,01 e p<0,001, respectivamente). #, ## e ### indicam diferencas significativas em

relacéo ao grupo paclitaxel (p<0,05, p<0,01 e p<0,001, respectivamente). n=6.
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6.5Efeito do RI75 sobre as alteragdes histolégicas do nervo isquiatico

induzidas pelo paclitaxel
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A andlise histopatolégica do nervo isquiatico de camundongos tratados com

paclitaxel revelou alteragdes morfologicas significativas, incluindo desorganizagdo e

espessamento do epineuro e perineuro e axbnios

retraidos e posicionados

excentricamente. Além disso, houve aumento do espaco correspondente a mielina,
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indicando alteracdes degenerativas e perda axonal, e presenca de edema. Contudo, 0
tratamento com RI75 ou curcumina atenuou essas alteragcfes, resultando em uma
pontuacdo histologica reduzida (Figura 29). Ainda, fibras nervosas apresentaram
caracteristicas saudaveis, com ax6nios posicionados centralmente e presenca limitada

de alteracdes degenerativas (Figura 30).

Figura 29 - Efeitos induzidos por RI75 (40 mg/kg, i.p.), curcumina (40 mg/kg, i.p.)
ou veiculo (1% Tween 80, 10 mL/Kkg, i.p.) sobre as alteracdes do nervo isquiatico
induzidas pelo paclitaxel, representados por escores histolégicos. *** indica diferenca
significativa em relacdo ao grupo veiculo (p<0,001). # indica diferenca significativa em

relacdo ao grupo paclitaxel (p<0,05).
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Figura 30 - Alteracdes histoldgicas do nervo isquiatico induzidas pelo paclitaxel
em animais que receberam administracéo Unica de (B) veiculo (1% Tween 80, 10
mL/kg, i.p.), (C) curcumina (40 mg/kg, i.p.) ou (D) RI75 (40 mg/kg). (A) indica aspecto
morfologico de nervo isquiatico de animal que néo foi tratado com paclitaxel. Astericos
representam o tecido conjuntivo do perineuro. Setas representam as fibras nervosas
caracterizadas pela presenca de axdnios centralizados e envolvidos por &rea mais

clara, correspondente a mielina. Cabecas de seta representam os nucleos de células de

Schwann. Aumento: 400 x.

6.6 Efeitos do RI75 sobre a viabilidade celular e a producédo de TNF-a e IL-1f in

vitro

O estudo de citotoxicidade foi realizado frente a linhagem de macrofagos RAW
264.7. Células previamente estimuladas por LPS foram expostas a concentracdes
variadas do RI75 (0,2 -125 yM), por 24 h. Posteriormente, a viabilidade foi avaliada

usando o ensaio com a SRB. Metade da concentragdo inibitoria (IC50) para RI75 foi
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obtida e € mostrada na Tabela 1. Como o veiculo e a dexametasona ndo induziram

citotoxicidade, n&o foi possivel calcular um valor de IC50 para tais grupos.

Tabela 1 IC50 de RI75 contra RAW 264.7

Células RI75 (uM)
RAW 264.7 64,26 + 5,95

ApoOs o periodo de tratamento com RI75 (0,2-25 uM), o sobrenadante foi
submetido a andlise das concentracdes de TNF-a e IL-1B. A concentracdo mais elevada
do RI75 reduziu a concentracdo de TNF-a (V = 792,4 + 52,14 pg/mL, LPS = 2456 *
43,84 pg/mL, RI75 0,2 uM = 2509 + 64,13 pg/mL, RI75 1 pM = 2299 + 39,72 pg/mL, RI75
5uM = 2361 £ 83,62 pg/mL, RI75 25 uM = 1827 + 21,18 pg/mL e dexametasona= 1916
+114,4 mL) (Figura 31 A). Em contrapartida, as concentracdes de 1, 5 e 25 uM do RI75
atenuaram a concentracao de IL-1B (V = 0,9852 + 0,98 pg/mL, LPS = 576,9 + 47,17
pg/mL, RI75 0,2 uM = 585,8 + 103,0 pg/mL, RI75 1 uM = 365,3 + 75,06 pg/mL, RI75 5
UM = 315,4 + 76,91 pg/mL, RI75 25 uM = 34,14 + 15,75 pg/mL e dexametasona= 158,4
+ 28,26 pg/mL) (Figura 31 B).
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Figura 31 - Efeitos induzidos por RI75 (0,2, 1, 5 e 25 uM), dexametasona (0,1

MM) ou veiculo sobre as concentracdes de TNF-a (A) e IL-1B (B) em células RAW 264.7

estimuladas com LPS. V=veiculo. *** indica diferenca estatisticamente significativa em

relacdo ao grupo controle (p<0,001). #, # e ## indicam diferencas estatisticamente

significativas em relacdo ao grupo LPS (p<0,05, p<0,01 e p<0,001, respectivamente).
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6.7Toxicidade induzida pelo RI75 em invertebrados

O teste de toxicidade em Artemia salina L. foi realizado na faixa de concentracao
de 19,5 - 1250 pg/mL de RI75. Em nenhuma das concentragbes avaliadas houve
letalidade superior a 50% (Tabela 2). A concentracdo de 1250 pg/mL foi a ultima sem a
presenca de precipitados que pudessem interferir na analise, o que impossibilitou o
aumento da concentracao. O valor de DL50 estipulado foi 1411,621 pg/mL. O grafico de
disperséo Probit pode ser visto em fungcdo da concentragdo (Figura 32). Embora
importante, o método ndo permitiu calcular o intervalo de confianca, pois exigiria que

alguns dos valores ultrapassassem 50% de mortalidade.

Tabela 2 Toxicidade do RI75 (19.5 — 1250 pug/mL) em Artemia salina L. expressa

em % de letalidade

RI75 (ug/mL) % de % de
Letalidade Letalidade
(Replicata 1) (Replicata 2)
19.5 10 20
50 20 40
250 30 30
500 30 40
750 40 30
1000 40 50

1250 40 50
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Figura 32 - Disperséo Probit em funcao da concentragédo de RI75
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6.8 Toxicidade aguda do RI75 em camundongos

A variacdo da massa corporal € mostrada na Figura 33. Nao houve diferenca
significativa entre os grupos tratados com veiculo e RI75 (40 mg/kg). Entretanto, o grupo
tratado com RI75 (80 mg/kg) teve reducdo da massa corporal nos dias 3, 5, 7 e 9 em
relacéo ao grupo tratado com veiculo e, nos dias 5, 7,9 e 11, em relagédo ao grupo tratado
com RI75 (40 mg/kg). Ao final do experimento, os animais recuperaram o ganho de

massa e as massas corporais foram semelhantes em todos 0s grupos experimentais.
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Figura 33- Efeito induzido pela administragdo Unica do RI75 (40 ou 80 mg/kg)
sobre a variagdo da massa corporal ao longo de 14 dias. V= veiculo. * e *** indicam
diferencas estatisticamente significativas em relacdo ao grupo controle (p<0.05 e
p<0.001, respectivamente). ##, ### e #### indicam diferencas estatisticamente
significativas em relacdo ao grupo RI75 40 mg/kg (p<0,01, p<0,001 e p<0,0001

respectivamente). n= 6.
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Sinais de toxicidade, como prostracdo, incoordenacdo motora, piloerecdo ou
morte, ndo foram observados no periodo de 14 dias apds a administragdo do RI75. Em
virtude dos tratamentos nao ocasionarem mortalidade, ao fim do periodo de observacéo,
realizou-se a eutanasia. Nao foram detectadas alteragbes macroscopicas significativas
dos o¢rgdos avaliados. Parametros hematologicos, como eritrécitos, hemoglobina,
hematacrito, leucdcitos e linfécitos (Tabela 3) e parametros bioquimicos, como creatinina
sérica (Figura 34 A), uréia (Figura 34 B) e atividade da AST (Figura 34 C), também nao
foram alteradas. Apenas um aumento de baixa magnitude da atividade da ALT,
aproximadamente 1,5 vezes maior que a do grupo controle, foi observada 14 dias apos
administracao unica do RI75 (Figura 34 D).
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Tabela 3 Parametros hematologicos avaliados apos tratamento com RI75 ou

veiculo
Parametros Veiculo RI75 40mg/kg RI75 80mg/kg
Eritrocitos (cel/mm?3 x103) 6,3+0,3 6,0+0,6 55+0,7
Hemoglobina (g/dL) 13,3+£0,8 123+1,6 11,1+£19
Hematdcrito 334+15 31,8+3,6 29,3+4,0
Leucdcitos (cel/mm?3 x10%) 4,2+0,9 3,6+0,9 3,4+0,6
Linfécitos(cel/mm3x103) 19+05 16+0,3 15+0,3

Figura 34 - Efeito induzido pelo RI75 (40 ou 80 mg/kg) sobre parametros
bioquimicos usados para avaliacao da toxicidade renal e hepatica aguda. V= veiculo.
(A) Creatinina, (B) ureia, (C) AST, (D) ALT. * indica diferenca estatisticamente
significativa em relacé&o ao grupo controle (p<0,05). n=6.
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6.9 Atividade antioxidante do RI75

Na Figura 35, estédo representadas as curvas analiticas das amostras de RI75 e
curcumina em triplicata. A curva obtida para RI75 (Figura 35 A) foi y=8,4496x-42,134;
R?= 0,9939 (IC50= 10,90 pg/mL). Para a curcumina (Figura 35 B), a curva obtida foi y =
5,0951x + 10,135; R?= 0,996 (IC50= 7,82 pg/mL). Por meio do R?, coeficiente de
determinacao, é possivel observar que as maiores concentracdes de RI75 e curcumina,
induziram respostas proporcionais em relacdo a atividade antioxidade. O resultado

obtido, sugere que o RI75 induz efeito antioxidante, assim como a curcumina.

Figura 35 - Curva analitica das analises da atividade antioxidante de RI75 (A) e

curcumina (B)
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6.10 Perfil cromatografico preliminar do RI75
Os perfis cromatograficos do RI75 e da curcumina podem ser visualizados na
Figura 36. E possivel observar os picos de absorgéo caracteristicos da curcumina - A 425
= 261,301,428 (VARDHINI et al., 2023). Para o RI75, os picos de absorcéo foram A 425 =
261,287,357.
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Figura 36 - Cromatograma em CLAE do RI75 (A) e curcumina (B) e seus

respectivos espectros de absorgéo
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Para a avaliacdo preliminar da estabilidade das solu¢cdes submetidas ao
cromatograma, as amostras preparadas foram injetadas em diferentes tempos (6 a 600
h), conforme apresentado na Tabela 4. Nao houve diferengas significativas ao longo do
periodo avaliado, considerando a variabilidade instrumental, indicando a estabilidade do

RI75 frente as condicbes de preparo amostral.



Tabela 4 Teores de RI75 e curcumina avaliados por HPLC, em 370 nm, em

funcéo da area inicial cromatografica (TO)

Tempo (h) RI75 Curcumina

6 100,29 + 0,15 100,14 + 0,10
12 100,47 £ 0,11 99,41 + 0,05
18 100,20 £ 0,14 99,99 + 0,01
24 99,96 + 0,14 99,89 + 0,07
30 99,42 + 0,17 100,04 £ 0,11
48 100,45 + 0,13 100,08 £ 0,12
72 98,45 + 0,05 99,52 + 0,10
96 97,40 + 0,07 99,90 + 0,18
120 97,54 + 0,16 99,93 +0,14
600 97,64 + 0,59 98,63 + 0,18
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7 DISCUSSAO

A eficicia reduzida e a seguranca inadequada de muitos farmacos utilizados como
analgésicos representam uma grande limitacao da farmacoterapia atualmente disponivel
e instigam a busca por novas terapias para pacientes com condi¢cdes algicas. Nesse
contexto, as plantas medicinais constituem uma fonte potencial para a descoberta de novas
substancias biologicamente ativas e uma alternativa terapéutica para o tratamento de
pacientes com diversas condi¢des patolégicas (CASTILHO & BRAGA, 2011).

A curcumina é um importante componente da curcuma, uma planta empregada na
medicina tradicional, principalmente pelas suas propriedades anti-inflamatoria,
analgésica, antioxidante e antimicrobiana. Entretanto, devido a baixa biodisponibilidade,
a atividade da curcumina néo € robusta (SUETH-SANTIAGO et al., 2015). Tendo em vista
essa limitacdo, abordagens como sintese de analogos estruturais e uso de
nanoparticulas, lipossomas ou micelas séo realizadas na tentativa de obter moléculas ou
formulagc6es com melhores caracteristicas biofarmacéuticas e efeitos bioldégicos de maior
magnitude (ANAND et al., 2007; GUPTA et al., 2012). Numerosos estudos demonstraram

gue analogos da curcumina apresentam atividade em diversos modelos de inflamacéo e



77

dor. Liang et al. (2008), apds observarem que a por¢ao B-dicetona presente na molécula
da curcumina contribui para sua ma absorcao e metabolismo rapido, projetaram anélogos
monocarbonilicos da curcumina visando a exclusdo do grupo metileno e um grupo
carbonil e a obtencdo de moléculas mais estaveis. Tais analogos, em modelo de
inflamacé&o in vitro em células J774A.1 estimuladas por LPS, foram capazes de atenuar
as concentracbes de IL-6 e TNF-a. Resultado similar foi obtido para outra série de
analogos monocarbonilicos em células RAW 264.7 sensibilizadas por LPS (ZHAO et al.,
2010). Um analogo da curcumina, derivado de diarilpentanoides, teve seu efeito
antinociceptivo envolvendo mecanismos centrais e periféricos comprovado em modelos
de contorcao abdominal, placa quente e formaldeido (KAMARUDIN et al., 2018).

Recentemente, fornecemos resultados preliminares indicando que o RI75, analogo
da curcumina, atenuou a alodinia mecanica induzida pelo paclitaxel, um modelo bem
conhecido de DNIQ (COSTA et al., 2022). No presente estudo, confirmamos a atividade
do RI75 no modelo experimental de alodinia mecanica induzida pelo paclitaxel e
sugerimos a reducdo da producdo de citocinas inflamatérias, a ativacdo das vias
opioidérgica, canabinoidérgica e serotoninérgica/histaminérgica e as atividades
neuroprotetora e antioxidante como possiveis mecanismos subjacentes a essa atividade.
Ainda, resultados preliminares demonstram que o RI75 pode ser considerado seguro e
estavel nas condi¢cdes amostrais.

O modelo experimental de DNIQ utilizado nesse estudo é amplamente empregado
na avaliacdo da atividade antinociceptiva de diferentes compostos. Administracdes
repetidas de paclitaxel induziram uma reducdo acentuada e duradoura do limiar
nociceptivo, confirmando, assim, os resultados de muitos estudos pré-clinicos
(BACALHAU; COSTA-PEREIRA; TAVARES, 2023; STAFF et al., 2020). Administracbes
diarias de RI75 aumentaram o limiar nociceptivo dos animais sensibilizados pelo
paclitaxel. Analogos naturais como a tetrahidrocurcumina também induzem efeito
antinociceptivo em animais apresentando neuropatia periférica induzida por
guimioterapico (GREESHMA; PRASANTH; BALAJI, 2015). Limcharoen et al. (2021),
demonstraram que a CurDDG, um pré-farmaco curcuminoide, atenuou a alodinia
mecanica e a hiperalgesia térmica em camundongos submetidos a constricdo do nervo

isquiatico. Ainda, analogos sintéticos, como J147 (N - (2,4-dimetilfenil) -2,2,2-trifluoro- N -
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[(E)-(3-metoxifenil) metilidenamino] acetamida) e o B14 (1E, 4E)-1,5-bis(4-hidroxi-3-
metoxifenil)penta-1,4-dien-3-ona), atenuaram a expressdo de marcadores
neuroinflamatorios como TNF-a e IL-1p induzida por estreptozotocina e cancer 6sseo,
respectivamente, aumentando o limiar nociceptivo dos animais (DAUGHERTY et al.,
2018; XU et al., 2019). Nossos resultados com a curcumina corroboram resultados de
estudos anteriores, 0s quais demostraram que a curcumina induz efeito antinociceptivo
em modelos de dor neuropatica induzida por vincristina (BABU; PRASANTH; BALAJI,
2015), oxaliplatina (ZHANG et al., 2020) ou leséo por constricdo cronica (LIU et al., 2016;
ZHU et al., 2014), alcool (KANDHARE et al., 2012) e estreptozotocina (SHARMA et al.,
2006). A pregabalina, farmaco amplamente utilizado no manejo da DNIQ, também
apresentou atividade marcante. A atividade do RI75 em modelo de dor neuropética
representa um resultado de grande interesse quando se vislumbra o desenvolvimento de
um novo farmaco, uma vez que ha poucas alternativas farmacoterapéuticas para o alivio
dessa categoria de dor.

O paclitaxel, quando administrado em dose cumulativa de 8 mg/kg induz
sensibilizacdo em modelo de dor neuropatica sem alterar parametros como massa
corporal e coordenagdo motora (TOMA et al., 2017). Dessa forma, avaliamos o efeito
induzido pelo RI75 (40 mg/kg) sobre o ganho de massa corporal quando administrado
diariamente em animais sensibilizados por paclitaxel. No primeiro dia apés iniciar o
tratamento com o RI75, notou-se reducdo da massa dos animais, que se manteve até o
terceiro de dia. Ao final do experimento, o ganho de massa foi recuperado. Uma série de
derivados da curcumina tiveram atividades descritas em modelos pré-clinicos de
obesidade superiores a da curcumina, modulando aspectos clinicos como adipogénese,
metabolismo lipidico, resisténcia a insulina, esteatose hepatica, lipotoxicidade,
inflamacéo, estresse oxidativo, e dislipidemia (MOETLEDIWA et al., 2023). Uma revisao
realizada por Gupta et al. (2012) compilou dados acerca da atividade da curcumina em
modelos murinos de obesidade e diabetes, que resultaram em reducdo no ganho de
massa corporal, supressao da angiogénese do tecido adiposo; efeito anti-hiperglicémico
e melhora da resisténcia a insulina. Entretanto, em um estudo randomizado, duplo-cego,
controlado por placebo, pacientes obesos, suplementados com curcumina (1 g/dia)

durante um més, néo tiveram melhora do perfil lipidico geral, bem como da massa e
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indice de massa corporal, apesar das concentracdes séricas de triglicerideos serem
diminuidas (MOHAMMADI et al., 2013).

Visando a investigacao do papel dos receptores canabinoidérgicos, opioidérgicos
e serotoninérgicos e também dos canais KATP na atividade do RI75 no modelo de
neuropatia induzida por paclitaxel, foram utlizadas as seguintes ferramentas
farmacolégicas: AM251, naltrexona, ciproheptadina e glibenclamida.

O sistema endocanabinoide é composto por receptores acoplados a proteina G
(CB1 e CB2) e os canabinoides endégenos. Os receptores CB1 estdo localizados
predominantemente em neurdnios do SNC e periferia. Sua ativacao inibe a liberacao de
neurotransmissores excitatorios, modulando o efluxo de K*, diminuindo o potencial de
acao e inibindo o processamento nociceptivo. Por outro lado, os receptores CB2 séo
encontrados, majoritariamente, em ceélulas imunolégicas (BURSTON; WOODHAMS,
2014; GUINDON; HOHMANN, 2009). Em nosso estudo, o AM251, um antagonista de
receptores CB1 (GATLEY et al., 1996), atenuou a atividade antinociceptiva do RI75.
Também, foi demonstrado que AM251 inibe a atividade da curcumina no modelo de dor
inflamatéria induzida pela carragenina (AGUIAR et al.,, 2022). Em conjunto, estes
resultados sugerem a participacdo do sistema endocanabinoide na atividade
antinociceptiva do RI75.

N&o estd claro como isso ocorre, mas estudo anterior demonstrou que
administracbes repetidas de curcumina aumentaram a liberagdo de N-
araquidoniletanolamina e 2-araquidonilglicerol, endocanabinoides que se ligam aos
receptores CB1, em algumas regides cerebrais de ratos (HASSANZADEH,;
HASSANZADEH, 2012). Assim, a liberacdo de endocanabinoides, apds tratamento com
curcumina ou seus analogos, pode ser sugerida como um mecanismo potencial que
medeia a atividade antialodinica desses compostos.

O sistema opioidérgico enddgeno consiste de peptideos e seus receptores, que
estdo amplamente distribuidos no SNC e em tecidos periféricos. A interacdo desses
peptideos com o0s receptores em neurdnios pré-sinapticos reduz a liberacdo de
neurotransmissores, como glutamato, inibindo a propagacao do potencial de acao, ou
seja, inibe a transmissdo do sinal nociceptivo, diminuindo a sensacdo dolorosa

(BENARROCH, 2012). A naltrexona, um antagonista n&o seletivo de receptores
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opioidérgicos (TOLJAN; VROOMAN, 2018), foi utilizada para investigar se a via
opioidérgica poderia mediar a atividade antinociceptiva do RI75. A administracao prévia
de naltrexona inibiu a atividade antinociceptiva do RI75, indicando que essa atividade
depende, em parte, da ativacdo de vias opioidérgicas. Entretanto, ndo esta claro se
RI75 interage diretamente com receptores opioidérgicos ou estimula a liberacdo de
peptideos enddgenos, acdes que poderiam contribuir para sua atividade antinociceptiva.

O envolvimento das vias opioidérgicas na atividade da curcumina e analogos
também foi demonstrado por outros autores. A atividade da curcumina nos modelos de
alodinia mecanica induzida por leséo constritiva cronica (ZHAO et al., 2012), carragenina
(AGUIAR et al., 2022), estreptozotocina (BANAFSHE et al., 2014) ou cancer 0sseo
(ZHAO et al., 2021) em camundongos, foi revertida por diferentes antagonistas
opioidérgicos. Além disso, a atividade de um analogo da curcumina, 2,6-bis-(4-hidroxi-3-
metoxibenzilideno)ciclohexanona, em modelos de nocicepc¢ao induzida por estimulos
quimico e térmico em roedores, foi atenuada pela naloxona (MING-TATT et al., 2012). A
ativacdo das vias opioidérgicas como mecanismo subjacente a atividade antialodinica
exibida pela curcumina, RI75 e outros analogos da curcumina pode ser sugerida apos
todos esses resultados.

Adicionalmente, é importante mencionar que nos neurénios primarios do GRD, a
curcumina regulou positivamente a expressdo de proopiomelanocortina e aumentou a
liberacao dos peptideos opioides B-endorfina e encefalina (ZHAO et al., 2021). Esses
autores também demonstraram que o pré-tratamento com anti-soro para -endorfina ou
encefalina atenuou a atividade antialodinica da curcumina em um modelo de dor
desencadeada por cancer 6sseo. Assim, o aumento da liberacdo de peptideos opioides
endogenos pode ser sugerido como um mecanismo que medeia a atividade antialodinica
da curcumina e seus analogos.

A serotonina (5-HT), uma monoamina amplamente distribuida na periferia e no
SNC, possui acdes complexas no processamento e modulacao da dor. A nivel periférico,
possui atividade hiperalgésica, enquanto a nivel central, suas a¢des resultam em inibi¢cao
do processamento nociceptivo (SOMMER, 2010; VIGUIER et al., 2013). Na medula
espinhal, os receptores serotoninérgicos estdo presentes em neurdnios aferentes

primarios, de projec&o e nos interneurdnios excitatorios e inibitorios, o que torna a agéo
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serotoninérgica complexa. Assim, o bloqueio ou deplecdo da 5-HT espinhal pode
aumentar a nocicepcao. Ademais, a 5-HT inibe a liberacdo de glutamato pelos
nociceptores e interage com diferentes subtipos de receptores presentes nos neurdnios
das camadas mais externas do corno dorsal, induzindo a abertura de canais para K* e
fechamento de canais para Ca?* por inibicdo da adenilato ciclase, gerando
hiperpolarizacdo e, consequentemente, diminuicdo da transmissao sinaptica (SOMMER,
2010). A ciproheptadina, um antagonista de receptores serotoninérgicos, quando
administrada previamente, atenuou a atividade do RI75 no modelo de neuropatia. Em um
modelo de dor visceral, a administracao prévia de ciproheptadina ou metisergida reverteu
o efeito antinociceptivo da curcumina, de modo a aumentar significativamente as
contor¢des abdominais induzidas por acido acético (MOTAGHINEJAD et al., 2015; PARK
et al., 2012). Embora a ciproheptadina ndo seja um antagonista serotoninérgico seletivo
(GRAUDINS; STEARMAN; CHAN, 1998), esses resultados levam a sugestédo de que a
ativacdo de vias serotoninérgicas possa contribuir para a atividade antinociceptiva do
RI75.

Desse modo, nossos resultados corroboram estudo anterior, no qual observamos
que a atividade antinociceptiva do RI75 em modelo de dor inflamatéria induzida por
carragenina estd relacionada com a ativacdo de mecanismos opioidérgicos e
serotoninérgicos (COSTA et al., 2022).

A ativacdo de canais KATP pode causar uma hiperpolarizacdo dos terminais
periféricos de neurdnios aferentes, diminuindo a propagacdo do potencial de acdo e
inibindo o processamento nociceptivo (TSANTOULAS; MCMAHON, 2014). Entretanto, a
glibenclamida, um bloqueador de canais KATP (ASHCROFT; GRIBBLE, 2000), ndo
alterou a atividade antinociceptiva do RI75, sugerindo que a ativacdo desses canais nao
seja relevante para a atividade desse analogo de curcumina. .

A fim de avaliar o efeito do RI75 sobre o processo inflamatorio induzido pelo
paclitaxel, concentracdes de citocinas inflamatorias foram determinadas em amostras de
varios tecidos. O nervo isquiatico, maior nervo dos mamiferos, origina-se no plexo
lombosacral. O potencial de acdo, gerado apés ativacdo de nociceptores por estimulos
nocivos diversos, € conduzido ao longo de nervos até a medula espinhal ou tronco
cerebral (GIUFFRE; BLACK; JEANMONOD, 2024). Os GRD, por sua vez, sdo estruturas
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altamente complexas localizadas préximas a medula espinhal. Nos GRD estéo os corpos
celulares de neurdnios sensoriais primarios, que contéem as fibras sensoriais
responsaveis por conduzir sinais sensoriais da periferia ao SNC (BERGER et al., 2021).
O talamo, por sua vez, € a principal estrutura de projecdo da via espinotalamica e esta
envolvido no processamento da informacdo nociceptiva antes da transmissao para o
cortex cerebral (AB AZIZ; AHMAD, 2006). Em virtude da participacdo dessas estruturas
no processamento nociceptivo, amostras de nervo isquiatico, GRD e talamo foram
dissecadas para a determinacao das concentracdes de citocinas. A inflamacgéo induzida
pelo paclitaxel, em parte, é decorrente do aumento da expressao citocinas como IL-1p,
IL-6, IL-8 e TNF-a, e quimiocinas, tais como CXCL1, CXCL12, CX3CL1 (KLEIN;
LEHMANN, 2021; SISIGNANO et al., 2014). Em nosso estudo, a administracdo de
paclitaxel aumentou as concentracfes dos mediadores inflamatérios CXCL-1 e TNF-a.
Pesquisas apontam que o quimioterapico acumula-se nos nervos e GRD, ap0s permear
a barreira hematoneural (CAVALETTI et al., 2001), e aumenta o numero de macrofagos
ativados (PETERS et al., 2007; ZHANG et al., 2016), fonte potencial de TNF-a e CXCL-
1 (SISIGNANO et al., 2014). O aumento das concentracdes de mediadores inflamatorios
no talamo também parece estar envolvido no desenvolvimento de diferentes condicdes
dolorosas, incluindo a dor neuropatica (HESS et al., 2011; VANIA et al., 2006). Esse
aumento pode estar relacionado com maior ativacdo de células microgliais no talamo, o
gue contribui para a hiperexcitabilidade neuronal (BANATI et al., 2001). O tratamento com
RI75 ou curcumina reduziu as concentracdes de CXCL-1 e TNF-a nas amostras
avaliadas. Greeshma et al. (2015) observaram que a tetrahidrocurcumina atenuou a
concentragdo de TNF-a no nervo isquiatico, em modelo de dor neuropatica induzida por
vincristina em ratos. A reducdo de mediadores inflamatoérios foi observada para a
formulag&o a base de curcumina em diferentes estudos de neuropatias (BASU; MAIER;
BASU, 2021; KANDHARE et al., 2012; LIMCHAROEN et al., 2021; SAFFARPOUR et al.,
2021). Outros estudos demonstraram que a inibicdo da producéo de TNF-a também pode
ser um mecanismo subjacente aos efeitos inibitérios da pentoxifilina (BOYETTE-DAVIS;
WALTERS; DOUGHERTY, 2015), da rapamicina (HUNG; LIM; DOSHI, 2017) e de um
agonista dos receptores para adenosina (JANES et al.,, 2014) sobre a sensibilizacéo

induzida pelo paclitaxel. Além disso, em um modelo de les&o por constricdo cronica de
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nervo espinhal, a inibicdo de CXCL-1 pela administracdo intratecal de um anticorpo
neutralizante atenuou a alodinia mecéanica e a hiperalgesia térmica (UEDA et al., 2018).

Em proxima etapa do presente estudo, investigamos os efeitos do RI75 em células
de macrofagos RAW 264.7. As células de macréfagos RAW 264.7 sdo originarias de uma
linhagem celular transformada pelo virus da leucemia Abelson derivado de camundongos
BALB/c. Essa linhagem celular é sensivel ao LPS e exibe ativacdo do receptor Toll-like-
4 (TLR-4). O LPS, presente em bactérias gram-negativas, interage com receptores TLR-
4 e desencadeia respostas inflamatorias. Assim, a estimulacdo dessas células com LPS
€ um modelo experimental amplamente utilizado para avaliar efeitos anti-inflamatorios de
varios compostos (FACCHIN et al., 2022). A estimulagdo com LPS reduziu a viabilidade
celular, bem como, aumentou o0s niveis de citocinas inflamatdrias. Uma vez que
concentracfes de RI75 superiores a 64,26 uM foram citotoxicas, concentracdes até 25
MM foram usadas no teste imunoenzimatico, afim de garantir que a redugdo no numero
de células néo interferisse no resultado. Corroborando com o resultado anterior, o RI75
também reduziu a producdo das citocinas inflamatorias pelas células RAW 264.7. O
tratamento com RI75 reduziu a producéo de IL1-B nas concentracfes de 1, 5 e 25 uM.
Entretanto, apenas a concentracdo mais elevada atenuou a producédo de TNF-a. Esse
resultado demonstra que o RI75, assim como descrito para a curcumina, diminui a
producdo de mediadores inflamatérios. Abe et al. (1999) observaram que a curcumina
inibe a producéo de IL-8, MIP-1a, MCP-1, IL-1B e TNF-a por cultura celular de monécitos
do sangue periférico humano e macrofagos alveolares estimulados por PMA ou LPS. Em
culturas de células RAW 264.7 estimuladas com LPS de Porphyromonas gingivalis, o pré-
tratamento com 20 ou 30 uyM de curcumina reduziu a expresséo génica de TNF-a e IL-
1B. Uma reducéo significativa na producédo de TNF foi observada com as concentracées
de 10, 20 e 30 uM, enquanto apenas as concentracdes de 20 e 30 yM reduziram a
producdo de IL-18 (CHEN et al.,, 2008). Em suma, como as citocinas inflamatérias
desempenham um papel critico na génese da DNIQ (HUNG; LIM; DOSHI, 2017), a
inibicdo de sua producgéo pode ser um mecanismo importante que medeia as atividades
antialodinicas do RI75 e da curcumina.

Concentracbes aumentadas de citocinas nas estruturas do sistema nervoso
periférico e central (RAMESH; MACLEAN; PHILIPP, 2013; WIESELER-FRANK; MAIER;
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WATKINS, 2005) podem contribuir para o desenvolvimento de alterac6es fenotipicas
neuronais subjacentes a sensibilizacdo induzida pelo paclitaxel. A analise do nervo
isquiatico de camundongos tratados com paclitaxel demonstrou degeneracdao axonal
grave, perda da integridade da mielina, reducéo da densidade das fibras e do numero de
axoénios (BOEHMERLE et al., 2014; HUEHNCHEN et al., 2020; SCRIPTURE; FIGG;
SPARREBOOM, 2006; TOMA et al., 2017). No presente estudo, a neurotoxicidade do
paclitaxel foi caracterizada por alteragcdes morfologicas marcantes do nervo isquiatico,
como desorganizacdo e espessamento do epineuro e perineuro e axonios retraidos
posicionados excentricamente. Alteracdes degenerativas, perda axonal e edema também
foram evidentes. Em contrapartida, nos animais tratados com Unica dose de RI75 ou
curcumina, foi observada reducdo parcial dessas alteracdes, indicando alteracdes
degenerativas limitadas. Yardim et al. (2021) também observaram uma diminuicéao
acentuada na vacuolizacdo e degeneracdo neuronal do nervo isquiatico de ratos
sensibilizados com paclitaxel e tratados com curcumina. Assim, a reducdo da
neurotoxicidade do paclitaxel pode ser sugerida como um mecanismo adicional que
medeia a atividade antialodinica do RI75.

A fim de se obter informacgdes preliminares sobre a seguranca do RI75, ensaios
de toxicidade foram conduzidos. O ensaio de letalidade de artémia € comumente
empregado como um método preliminar para a analise da toxicidade de compostos
naturais ou sintéticos (FREIRES et al., 2023). Meyer et al. (1982) estabeleceram os
critérios para a classificacdo de toxicidade: amostras que apresentam CL50 < 1000 ug/mL
sdo consideradas toéxicas e aquelas com CL50 > 1000 pg/mL ndo sdo consideradas
toxicas. O RI75 apresentou uma CL50 estimada > 1000 ug/mL, sendo, portanto,
classificado como ndo toxico. No modelo de toxicidade aguda em camundongos,
observamos que o grupo tratado com RI75 80 mg/kg apresentou ligeira redu¢ao no ganho
de massa corporal até o 9° dia de observacdo. Entretanto, tal reducéo foi reversivel,
sendo que, ao final do experimento, 0os animais desse grupo apresentaram massa
corporal média equiparavel as dos demais grupos. A variacdo da massa corporal € uma
informacgé&o importante quando se busca avaliar a toxicidade de algum composto, haja
visto que varia¢cdes da massa corporal de modo diferente do esperado pode ser sinal do
desenvolvimento de doencas e alteracdes tanto centrais como periféricas (SUCKOW et
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al., 2006). A administracao de RI75, em qualquer uma das doses, nao induziu alteracdes
comportamentais, nefrotoxicidade ou O6bito. Apesar de ser observado um discreto
aumento da atividade da ALT nos grupos tratados com RI75, essa elevacédo néo prediz
lesdo hepética (JOHNSTON, 1999). Além disso, a atividade da AST permaneceu
inalterada, sugerindo um perfil seguro para as duas doses testadas. O resultado
preliminar encontrado para RI75 condiz com o perfil da curcumina, que é reconhecida
pela FDA como uma substancia, geralmente, segura. Estudos em roedores nao
mostraram toxicidade ou mortalidade observada com a curcumina, administrada em
doses de 0,1 a 5 g/kg por até 14 dias. A seguranca da curcumina também foi relatada em
ensaios clinicos em voluntarios saudaveis, nos quais diferentes doses do composto, 100
a 12.000 mg, administradas em intervalos de tempo variados, induziram poucos ou
nenhum efeito adverso (DENISON et al., 2023). Assim, os resultados preliminares obtidos
sugerem que RI75 pode ser considerado seguro nas doses testadas.

A curcumina é reconhecida por sua atividade antioxidante pronunciada. Acredita-
se que tal efeito aconteca em virtude da molécula inibir radicais superéxido, peréxido de
hidrogénio e radical 6xido nitrico, bem como aumentar a atividade de enzimas
antioxidantes, como catalase, superdxido dismutase, glutationa peroxidase e heme
oxigenase-1 (PULIDO-MORAN et al., 2016). Considerando o exposto, avaliamos o
potencial antioxidante do RI75 por meio do ensaio de DPPH, descrito por Manzocco et
al. (1998). Esse método, considerado de facil execucdo, reprodutivel e preciso, é
amplamente empregado para avaliacdo da atividade antioxidante de extratos vegetais e
substancias puras (ALVES et al., 2010). Simirgiotis et al. (2016) adotaram critérios para
a classificacao da atividade antioxidante de compostos. Assim, amostras que apresentam
IC50 =< 50 yg/mL tém alta atividade antioxidante, enquanto amostras com
50 pg/mL < 1C50 =100 pg/mL tém atividade antioxidante moderada. Por outro lado,
amostras com IC50 > 200 ug/mL néo tém atividade antioxidante relevante. Uma faixa de
concentracfes do analogo foi avaliada e determinou-se que a concentracdo de RI75
necessaria para eliminar 50% dos radicais livres do DPPH foi 10,90 pg/mL. O RI75 foi,
portanto, considerado um composto com alta capacidade antioxidante. Em nossos
estudos, a mesma analise foi empregada para curcumina e o valor encontrado para

IC50 foi menor que 50 ug/mL, confirmando que esse composto também apresenta alta
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atividade antioxidante. Resultado semelhante foi encontrado no estudo conduzido por
Sokmen e Khan (2016), sendo o valor de IC50 = 8,4 pg/mL. Uma recente reviséo
sistematica (DEHZAD et al., 2023), demonstrou que a suplementacdo de curcumina em
adultos aumentou significativamente a capacidade antioxidante total e reduziu
concentragcbes de malondialdeido e atividade da enzima superdxido dismutase,
reforcando as evidéncias existentes com relacdo ao seu papel potencial no equilibrio
oxidativo do organismo. Shih et al. (2007) avaliaram a atividade antioxidante de
compostos hidrazino-tiazolicos e concluiram que a presenca do grupo N-H na porcéo
hidrazino € importante para a atividade, em razao da possibilidade de formac¢do de um
radical nessa posicdo. Dessa forma, acredita-se que, ao reagir com EROS,
neutralizando-as, o RI75 impede que fatores de transcricdo sejam ativados, diminuindo a
expressao de genes importantes para processos inflamatorios e neuropaticos.

A analise de substancias inéditas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) acoplada a um Detector de Arranjo de Diodos (DAD) é de extrema importancia
para a pesquisa cientifica e industria farmacéutica. Essa combinacao de técnicas oferece
alta sensibilidade e especificidade na deteccdo e quantificacdo de compostos, de modo
a viabilizar a identificacdo precisa de novos compostos quimicos e a avaliacdo de sua
pureza e concentracdo (KANU, 2021). A CLAE é um método robusto e versétil, capaz de
separar misturas complexas, enquanto o DAD fornece um espectro UV-Vis detalhado,
possibilitando a analise simultanea de multiplos comprimentos de onda. Essa abordagem
€ essencial para a descoberta de novos farmacos, controle de qualidade de produtos
farmacéuticos e investigacdo de substancias bioativas em amostras naturais,
contribuindo, significativamente, para 0 avanco da ciéncia e para a seguranca dos
consumidores (DONG et al., 2021). Por meio da técnica empregada, foi possivel
observar, pela primeira vez, os maximos de absor¢cdo do RI75, que indicam um
deslocamento hipsocrémico, possivelmente, atribuido as modificacbes estruturais
realizadas na molécula. Os maximos de absorcdo para curcumina foram semelhantes
aos encontrados na literatura (VARDHINI et al., 2023), ratificando nossos resultados.
Ademais, é possivel observar contaminantes em ambas as amostras, 0s quais podem
ser frutos de degradacéo ou de produtos intermediarios da sintese, de dificil purificacéo,

0s quais precisam ser melhor elucidados futuramente por técnicas espectrométricas.
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Embora o estudo da estabilidade de novas moléculas seja importante tendo em
vista que a formacdo de produtos de degradacdo pode comprometer a eficicia e
seguranca, o que leva a necessidade da investigacdo de excipientes estabilizantes em
formulacdes futuras a serem preparadas (POIRIER-LARABIE; SEGURA; GAGNON,
2016), € importante ressaltar que o estudo foi realizado a fim de determinar a estabilidade
do RI75 em solucdo, por um periodo de 600 h. Em todas as amostras, nenhum pico
indicativo de produto de degradacao foi observado.

Os resultados do presente estudo indicam uma boa perspectiva da investigacao
do composto RI75 como um candidato a farmaco para o manejo de condi¢cdes
neuropaticas. Porém, a translacéo desses resultados pré-clinicos para ensaios clinicos é
uma limitacdo, tendo em vista a diferenca entre o elevado nimero de substancias que
sdo desenhadas e sintetizadas que apresentam atividade em modelos de dor e
inflamacéo durante estudo pré-clinico e o niumero real de farmacos analgésicos e anti-
inflamatérios que sdo aprovados por Orgdos reguladores. Em estudos futuros,
pretendemos expandir nossa investigacdo, avaliando a atividade do composto RI75 em
outros modelos experimentais e 0s mecanismos envolvidos, bem como o seu perfil

farmacocinético.

8 CONCLUSAO

Em concluséo, demonstramos que o RI75 apresenta atividade antinociceptiva em
modelo de dor neuropatica induzida pelo paclitaxel. Essa atividade est4, provavelmente,
associada com a ativacdo de mecanismos canabinoidérgicos, opioidérgicos e
serotoninérgicos e reducdo da producdo de citocinas inflamatérias, assim como
atividades neuroprotetora e antioxidante. O RI75 também apresentou bom perfil de
seguranca nos testes avaliados. Por fim, avaliacdes preliminares contribuiram para

caracterizar o perfil cromatografico da molécula.
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