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RESUMO

Nerium oleander Linn é um arbusto Apocynaceae - esta entre as plantas ornamentais mais
toxicas, especialmente para criangas e animais - potencialmente capaz de levar a morte se
ingerido. Ha poucos estudos relacionando ao N. oleander e alteracbes neurais e
comportamentais na literatura atual. O presente estudo tem como objetivo descrever novos
efeitos do extrato etandlico de N. oleander (EENO). A oleandrina foi separada e confirmada
por extracdo liquido-liquido e analisada por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada
a um detector de arranjo de diodos (HPLC-DAD), em coluna de fase reversa C18 e
empregando agua-acetonitrila (63:37) (v/v) como uma fase mével. O EENO foi injetado por
uma dose: 150 mg / kg i.p para um total de 63 ratos wistar divididos em grupos de 9
animais. O teste comportamental demonstrou duas fases da atividade do SNC, fase | de
miorrelaxamento e depressdo e a fase Il com excitabilidade, as duas fases foram verificadas
por eletroencefalograma (EEG) e eletromiograma (EMG) dos animais. O surto de
convulsdes causado pelo extrato indica a possibilidade de inclusdo no protocolo terapéutico
de anticonvulsivantes, como o diazepam, principalmente em pessoas mais suscetiveis como
nos pacientes epilépticos.

Palavras-chave: Nerium oleander. Eletroencefalograma. Eletromiograma. Toxicidade.
Sistema Nervoso Central.



ABSTRACT

Nerium oleander Linn is a Apocynaceae shrub — it is among the most toxic ornamental
plants, especially for children and animals — potentially able to lead to death if ingested.
There are few studies relating N.oleander to neural and behavioral alterations in the current
literature. The present study aim to describe novel effects of the Ethanolic Extract of N.
oleander (EENO). Oleandrin was separated and confirmed by liquid-liquid extraction and
analyzed by high performance liquid chromatography coupled to a diode array detector
(HPLC-DAD), on a reversed phase Cis column and employing water-acetonitrile (63:37)
(v/v) as a mobile phase. The EENO was injected by a dose: 150mg/kg i.p. to a total of 63
wistar rats divided into groups of 9 animals. The behavioral test demonstrated two phases of
CNS activity, I-phase of myorelaxation and depression and the phase Il with excitability, the
two phases were verified by Electroencephalogram (EEG) and Electromyogram (EMG) of
the animals. The outbreak of convulsions caused by the extract indicates the possibility of
inclusion in the therapeutic protocol of anticonvulsive drugs such as diazepam, especially in
people who are more susceptible as in epileptic patients.

Key Words: Nerium oleander. Electroencephalogram. Electromyogram. Toxicity. Central
Nervous System.
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1. INTRODUCAO

Segundo Nascimento et al. (2018), o nimero de plantas toxicas existentes no Brasil,
atualmente, é de 131 espécies pertencente a 79 géneros. Essas plantas sdo, geralmente,
utilizadas para fins ornamentais e dentre as principais, encontra-se a Nerium oleander
(TENEDINI; MAFRA; ANJOS, 2016; FIOCRUZ/SINITOX, 2019). A Nerium oleander é
um arbusto da familia Apocynaceae presente na Africa do Sul, Estados Unidos, Malawii,
regibes tropicais e subtropicais (BIONDI et al., 2008). Conhecida popularmente como
espirradeira ou oleander, esse arbusto € vastamente utilizado na medicina popular no
tratamento de diversas doencas que acometem humanos e animais (TANNU et al., 2011;
KALAYOU et al., 2012).

A Nerium oleander” possui efeito anti-inflamatério e emoliente, seus componentes
quimicos sdo utilizados no tratamento de doencas como o céncer, a epilepsia, doencas
dermatoldgicas, oftalmoldgicas, hanseniase, asma e cardiopatias (TANNU et al., 2011,
GUPTA; MITTAL, 2010). E também utilizada para fins abortivos, alucinégenos e em
quadros de suicidio (BOCHNER, 2006; EDDLESTON et al., 1998; PIETSCH et al., 2005).

Apesar da sua grande aplicabilidade em fins medicinais, a N. oleander também é
conhecida por seu carater altamente toxico, podendo levar a Obito se ingerida em
quantidades significativas (LORENZI; SOUZA, 2001; VASCONCELOS et al., 2009). A
alta toxicidade da N. oleander deve-se a presenca de glicosideos cardiacos, que estdo
presentes em todas as partes da planta, tais como folhas, flores, rama, raizes e seivas, onde ¢é
mais concentrada (ZIBBU; BATRA, 2010).

Esses componentes sdao estruturalmente semelhantes a digoxina, agem inibindo a
bomba sédio e potassio ATPase (Na'/K" ATPase), resultando na deplecdo de potéssio e
aumento do sédio intracelular, essas altera¢des tém como consequéncia o acumulo do célcio
citoplasmatico (BELLODI; SOCHA; HATAYDE, 2014). Tal fato induz o aumento da forca
de contracdo cardiaca (efeito inotropico positivo), assim como reduz a frequéncia cardiaca
(efeito cronotrépico negativo) e promove hipercalemia (VITAL, 2002; BANDARA et al.,
2010).

Estudos anteriores ja demonstraram que intoxicacdo por N. oleander provoca
fibrilacdo atrial e ventricular, blogueios de conducgdo atrioventriculares, arritmias

ventriculares, alteragdes em eletrocardiogramas, bradicardia e taquicardia (EDDLESTON,;

! Pontua-se que nas citagdes utilizadas no decorrer desta pesquisa a nomenclatura binomial “Nerium oleander
LINN” ndo foi empregada pelos autores.
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PHILLIPS, 2004; BANDARA et al., 2010). Além dos danos cardiovasculares, 0s
glicosideos cardiacos sdo irritantes gastrointestinais e neuroldgicos sobre os quais tém como
sinais clinicos: dor abdominal, diarreia, sialorreia, nduseas, vomitos e em relacao aos efeitos
no Sistema Nervoso Central (SNC) apresenta nervosismo, fraqueza neuromuscular e
convulsdes (HUGHES; DART; HODGSON, 2002; TENEDINI; MAFRA; ANJOS, 2016).

Diante da contextualizacdo, esta pesquisa tem como propoésito: quais os efeitos
nocivos a saude sdo provocados pelo Extrato Etanolico de Nerium Oleander (EENO)? Sobre
0 qual pressupdem-se como hipdteses que o extrato da planta possui substancias que
influenciam nos componentes responsaveis pela atividade regulatéria do coracdo e a
ingestdo de quantidades inadequadas da Nerium oleander pode provocar depressdo do
sistema nervoso central, que levara a quadros convulsivos.

Dessa forma, objetiva-se estudar os efeitos do quadro de intoxicacdo provocado
pelo Extrato Etandlico de Nerium Oleander (EENO) sobre o organismo animal. E como
objetivos especificos, apresentam-se: avaliar os niveis de depressdao do sistema nervoso
central por intermédio do quadro comportamental associados a alteracbes do
eletroencefalograma quando submetido aos componentes do extrato de Nerium oleander e
identificar as atividades convulsivas observadas na ativacdo da musculatura por meio dos
dados de eletromiografia.

Nesta pesquisa, utiliza-se como procedimento metodolégico a pesquisa
experimental. Com isso, afirma-se que, esta pesquisa justifica-se pela necessidade da
compreensdo dos efeitos deletérios que a intoxicacdo pelo Nerium oleander pode provocar
no organismo a fim de utilizar suas substancias de forma cautelosa e ter segurangca nos
métodos terapéuticos ao realizar o tratamento das intoxica¢@es pelos seus compostos.

Este trabalho encontra-se sistematizado em seis se¢des. Na introducdo, apresenta-se
0 estudo, o problema de pesquisa, as hipoteses, 0s objetivos e 0 méetodo de pesquisa
utilizado. A segunda secdo é composta pelo referencial teérico, no qual aborda-se o
conceito, caracterizacdo e efeitos toxicos no Sistema Nervoso Central (SNC) pela Nerium
oleander. Na terceira secdo, apresenta-se de forma minuciosa a metodologia da pesquisa.
Por conseguinte, evidencia-se os resultados almejados nesta pesquisa. Na quinta secéo,

discute-se os resultados apresentados. E por ultimo apresenta-se a conclus@o da pesquisa.



15

2. NERIUM OLEANDER LINN: caracterizacao e efeitos toxicos no Sistema Nervoso
Central (SNC)

A Nerium oleander é uma espécie de planta originaria do Mediterraneo, pertencente
a familia Apocynaceae, popularmente conhecida como espirradeira ou oleandro (PIVETTA
et al., 2012). E um arbusto de ampla distribuicio mundial, encontrado principalmente em
regides tropicais e subtropicais, e no Brasil estd presente em todo territério nacional
(BELLONDI; SOCHA; HATAYDE, 2014; NASCIMENTO et al., 2018). O oleandro é uma
importante espécie arbdrea, frequentemente usada como planta ornamental e muito
encontrada no meio urbano, em especial, na arborizacao de ruas, parques, canteiros, jardins e
até mesmo em patios escolares (BELLONDI; SOCHA; HATAYDE, 2014; PIVETTA et al.,
2012; VASCONCELGQS; VIEIRA, J.; VIEIRA, E., 2009).

Segundo Bellondi, Socha e Hatayde (2014), Lacerda et al. (2011) e Pivetta et al.
(2012), a Nerium oleander caracteriza-se como um arbusto perene, lactescente, ramificado e
pode apresentar até 5 metros de altura (Figura 1). Além disso, possui flores simples ou
dobradas, de cores brancas, rosas ou vermelhas, as quais se formam na primavera e verao,
suas folhas sdo lanceoladas, dispostas em espiral, que variam do amarelo ao verde escuro e
seus frutos contém sementes revestidas de pelos.

Figura 1 — Imagem capturada da Nerium oleander L., a qual evidencia as caracteristicas da
planta, na cidade de Belém-PA.

Fonte: Elaborada pelas autoras do trabalho (2019).
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Conforme Alves et al. (2016, p.79) as “plantas ornamentais sdo muito utilizadas na
arquitetura, ndo obstante, sabe-se que muitas delas também sao toxicas. De cada dez caso de
intoxicagdo no Brasil, seis sdo de criangas menores de nove anos [...]”. Diante disso,
evidencia-se que a Nerium oleander é responsavel por inimeros casos de intoxicacGes em
humanos e animais. A sua toxicidade se deve a presenca de mais de 30 tipos de glicosideos
cardiacos, tais como: as folinerinas, digitoxigeninas e, sobretudo, a oleandrina, que é
presente em todas as partes da planta (BELLONDI; SOCHA; HATAYDE, 2014,
PEDROZA et al., 2015; NASCIMENTO et al., 2018).

Além disso, Lacerda et al. (2011) também pontua a existéncia de elevada toxicidade
no extrato bruto etandlico da espirradeira que causam efeitos cardiacos e neuroldgicos. Em
continuidade as afirmativas, Lacerda et al. (2011, p.353) aponta que “[..] a intoxica¢do pode
ocorrer por ingestao de parte do vegetal ou por agua contaminada com flores ou folhas [...]”.
De acordo com Nascimento et al. (2018, p.1245) “os sinais clinicos de intoxicacdo por N.
oleander sdo observados entre 1 a 24 horas apds a ingestdo das folhas” e consistem em
vOmitos, nauseas, sialorréia, tremores musculares generalizados, dificuldade de locomocao,
queda brusca ao chéo, decubito lateral, movimento de pedalagem, taquicardia e taquipneia
(BELLONDI; SOCHA; HATAYDE, 2014; NASCIMENTO et al., 2018). Ressalta-se ainda
que mediante ao estudo experimental realizado, Pedroso et al. (2009, p. 406) salienta que, 30
minutos antes da morte, o animal apresenta os seguintes sintomas: “relutancia em caminhar,
queda, decubito lateral, movimentos de pedalagem, tremores musculares generalizados,

mugidos e morte”.

2.1. CRISES CONVULSIVAS

Os conhecimentos acerca das crises epiléticas e epilepsia obtiveram importantes
avancos nas Ultimas décadas por meio dos estudos funcionais e estruturais do sistema
nervoso, tomografia por emissdo de positrons ou fétons Unicos, ressonancia magnética,
videoeletroencefalografia e técnicas genéticas (YACUBIAN; KOCHEN, 2014).

Segundo a Portaria Conjunta n® 17 (2018, p. 2), “uma crise epiléptica € a ocorréncia
transitoria de sinais ou sintomas clinicos secundarios a uma atividade neuronal anormal
excessiva ou sincronica”. Ainda sobre essa afirmativa, Thurman et al. (2011) complementa
o0s sinais e sintomas da seguinte forma: sdo fenbmenos transitérios e de inicio subito que
incluem alteracfes da consciéncia ou eventos motores, autbnomos, sensoriais ou psiquicos

involuntarios identificados pelo préprio paciente ou outras pessoas.
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De acordo com a biblioteca virtual do Ministério da Saude (MS) (2015, s/p), as
convulsdes ou crises epiléticas ocorrem quando a camada mais externa do cérebro € excitada
e suas principais causas sao: hemorragia, intoxicacdo por produtos quimicos, andxia, efeitos
colaterais de medicamento e patologias como tétanos, meningite, epilepsia e tumores
cerebrais.

As crises epilépticas sdo de 4 tipos: as crises focais que se instituem de maneira
localizada e limitadas a uma parte do cérebro; as crises generalizadas que tém origem em um
ponto, sobre o qual é capaz de atingir a rede de neurénios bilateralmente; as crises de inicio
desconhecido e as crises ndo classificaveis ou inclassificaveis, entendidas como aquelas que
ndo se encaixam em outras categorias (YACUBIAN; KOCHEN, 2014; PORTARIA
CONJUNTA N°17, 2018).

Em 2017, a International League Against Epilepsy (ILAE) atualizou a classificacdo
das crises epilética, que se constituiu da seguinte forma: as crises generalizadas motoras dos
subtipos tonicas, clonicas, miocldnicas, atbnicas, tdnico-clonicas, mioclonico-ténico-
clénicas, mioclénico-atdnicas e espasmos epiléticos; e as ndo motoras, as quais Sao
representadas pelas crises de auséncia “[...] que se subdividem ainda em tipicas, atipicas,
mioclonicas e auséncias com mioclonias palpebrais” (PORTARIA CONJUNTA N° 17,
2018, p.3).

Ainda conforme a Portaria N° 17, as crises focais classificadas em motoras e ndo
motoras sdo representadas respectivamente por: crises tonicas, crises clonicas, crises
atonicas, crises mioclénicas, crises hipercinéticas, automatismos, espasmos epilépticos e as
crises autonémicas, parada comportamental, sensoriais, emocionais e cognitivas, finalmente
a denominada crise focal com evolucéo para crise tonico-clonica bilateral.

O diagnostico da crise epiléptica, na maioria dos casos, é feito clinicamente através
de uma anamnese detalhada, exame fisico geral, com foco neuroldgico e psiquiatrico.
Frequentemente, o auxilio de uma testemunha ocular é essencial para descrever a crise de
maneira minuciosa, exames complementares sdo solicitados a partir da historia clinica e
exame fisico, sendo o eletroencefalograma o principal exame utilizado (PORTARIA
CONJUNTA N° 17, 2018).

2.2. ELETROENCEFALOGRAMA

Na histdria do eletroencefalograma (EEG) existem dois nomes pioneiros: Richard
Caton (1842-1926) e Hans Berger (1873-1941). Caton realizou a eletroencefalografia em



18

gatos, coelhos e macacos, que através de um galvanémetro de espelho registrou existéncia
de corrente elétrica nos cérebros expostos. Berger, por sua vez, registrou atividade elétrica
cerebral continua e espontanea em cérebro de pacientes com defeitos no cranio e
posteriormente em individuos sadios (GOMES, 2015).

O eletroencefalograma é um registro grafico da atividade elétrica gerada de maneira
espontanea por neurdnios presentes no cortex cerebral. O mesmo é obtido através de um
exame ndo invasivo chamado eletroencefalografia, que consiste em posicionar eletrodos em
regides especificas do cranio (LEITE; ARIAS, 2013). Ainda segundo Leite e Arias (2013) o
exame tem importante valor na pratica clinica da medicina humana, pois auxilia no
diagnostico de diversas patologias, sendo elas: epilepsia, acidentes vasculares encefalicos,
encefalites e distirbio do sono. E também utilizado na avaliacdo da atividade elétrica em
pacientes internados em unidade de terapia intensiva (UTI), na comprovacdo da morte
encefalica e em estudos da doenca de Alzheimer.

Em relagcéo ao funcionamento do eletroencefalograma, Yacubian e Koche (2014)
pontuam no geral que, em uma crise epiléptica, a rede de neurdnios indica oscilacdes tipicas,
as quais se propagam atraves do cérebro, envolvendo-o progressivamente e sao observadas
no eletroencefalograma. De forma mais aprofundada, Leite e Arias (2013) dispdem que o
potencial elétrico neural é alterado gerando um Potencial Elétrico Excitatorio Pos-sinaptico
(PEPS) ou originando um Potencial Inibitério Pés-sinaptico (PIPS), sobre o qual a soma
desses potenciais gera diferenca de potencial entre os eletrodos e, com isso, formam ondas
elétricas captadas pelo eletroencefalograma. Acrescenta-se ainda que o tracado do EEG é
analisado conforme a amplitude e frequéncias de suas ondas.

O EEG néo é obrigatorio para o diagndstico das crises epiléticas, entretanto, quando
alterado, € possivel identificar o tipo e a localizacdo da atividade epileptiforme, classificar as
sindromes epilépticas e orientar a escolha do antiepiléptico (PORTARIA CONJUNTA N°
17, 2018).

2.3. ELETROMIOGRAFIA

Em 1780, durante uma aula de fisiologia animal, Luigi Galvani observou pela
primeira vez os sinais eletromiogréficos, no entanto, na época, denominou essa forca como
eletricidade animal (SOUZA, 2018). No que se refere ao conceito de sinal o mioelétrico ou
eletromiografico (EMG), Sousa, Souza e Romero (2006) evidenciam que é composto pela

soma dos inimeros potenciais de acbes musculares. Além disso, entende-se como potencial
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de acéo, a despolarizagdo que ocorre no momento em no qual o axénio conduz impulso para
todas as fibras musculares, sendo esse registrado graficamente pelo eletromiograma
(MALTA et al.,, 2006). O autor ainda complementa que “na eletromiografia, pode-se
registrar os potenciais de acdo que ocorrem através da ativacdo voluntaria do muasculo ou
através da resposta deste, frente a uma estimulagdo elétrica” (MALTA et al., 2006, p.107).

Diante disso, Resende et al. (2011, p. 293) define a eletromiografia como “o
registro extracelular da atividade bioelétrica gerada pelas fibras musculares [...]”. Os
potenciais elétricos podem ser captados por dois tipos de eletrodos: os eletrodos de
superficie que consistem em pequenos discos metélicos de prata-cloreto de prata colocados
sobre a pele, sdo mais cdmodos para o clinico e mais aceitos pelos pacientes, pois trata-se de
um método ndo invasivo. Em relacdo aos eletrodos de profundidade sdo dois filamentos de
arame revestidos, introduzidos no musculo através de uma agulha, que capta atividade
elétrica de poucas unidades motoras, é menos utilizado por ser um método invasivo
(MALTA et al., 2006; RESENDE et al., 2011).

Vale ressaltar que Malta et al., (2006) pontua que ha mais de 40 anos, a
eletromiografia tem auxiliado no diagnostico clinico de diversas patologias. Inicialmente, foi
utilizada pela neurofisiologia a fim de registrar os potenciais de a¢des das fibras musculares
de pacientes saudaveis e patologicos. E essencial para o conhecimento da fisiologia
muscular, no monitoramento de possiveis problemas e no diagnostico diferencial de diversas
doencas. Atualmente, é empregada na avaliagdo de doenca neuromuscular, traumatismo e

como um instrumento para o conhecimento da funcdo muscular.

2.4. ESCOPOLAMINA

A Escopolamina é uma droga pertencente ao grupo dos antagonistas dos receptores
muscarinicos (PAPPANO, 2017). Em sua estrutura quimica (Figura 2), observa-se um éster
formado pela combinacdo de um 4&cido aromatico (&cido tropico) com bases organicas
complexas (BROWN; LAIKEN, 2012). Ja para Richetti (2010), a escopolamina é
considerada um antagonista colinérgico. E seu mecanismo de acdo da-se ao produzir a
inibicho dos receptores muscarinicos para 0 neurotransmissor da acetilcolina
(WOLLMANN, 2011). Na literatura, é descrito que o aumento da concentracdo do
neurotransmissor acetilcolina pode ser capaz de reverter o0 mecanismo citado (BROWN;
LAIKEN, 2012).
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Figura 2 — Estrutura quimica da Escopolamina.

ESCOPOLAMINA

Fonte: BROWN; LAIKEN (2012).

Ainda segundo Brown e Laiken (2012) sdo medicagdes empregadas para inibir os
efeitos parassimpaticos no sistema respiratdrio, sistema urinario, trato gastrointestinal, nos
olhos e coragdo. Acerca interacdo no sistema nervoso central, pontua-se que a mesma
resultou no emprego da droga para o tratamento da doenca de Parkinson, no controle das
reacOes adversas extrapiramidais de medicamentos antipsicéticos e no controle das nauseas
por movimento. Os efeitos provocados pela atropina, que é o modelo representante dos
antagonistas muscarinicos, variam conforme as doses aplicadas e podem gerar a redugédo da
salivacdo e sudorese, dilatacdo pupilar, aumento da frequéncia cardiaca por inibicdo dos
efeitos vagais e depressao do sistema nervoso central.

A escopolamina apresenta uma biodisponibilidade limitada quando é ingerida por
via oral e a concentracdo maxima é alcancada em média 0,5 horas apés a ingestdo, com meia
vida reduzida no plasma. Os efeitos adversos podem ocorrer de modo dose-dependente no
organismo e a excrecdo ocorre atraves da urina (RENNER; OERTEL; KIRCH, 2005).

Dentre os sintomas indesejaveis que podem ocorrer devido aos efeitos adversos do
medicamento encontram-se: 0 surgimento de boca seca, aumento da frequéncia cardiaca,
opacidade visual e delirios (PAPPANO, 2017; RUSSOMANO et al., 2005). Diante disso,
Brown e Laiken (2012) salientam que a toxicidade por este farmaco pode provocar grande

excitacdo, inquietacao, alucinacdes e delirios.
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2.5. FENOBARBITAL

O 4cido barbiturico ¢ a 2,4,6-trioxoexaidropirimidina, um composto que adquire
atividades de sedacdo e hipnose quando possuem grupos alquila e arila na posi¢ao 5 (Figura
3). O fenobarbital ¢ um integrante da classe dos barbitaricos e possui sua maxima atividade
anticonvulsionante quando um grupo fenila substitui o carbono da posi¢do 5 em sua
estrutura quimica (MCNAMARA, 2012).

Figura 3 — Estrutura quimica do Fenobarbital.
o
NH

Fenobarbital

Fonte: ALMEIDA (2012).

Conforme Nojosa, Lima e Carvalho (2016), o fenobarbital é utilizado para o
controle de crises convulsivas. Em relagdo ao seu mecanismo, Gonzalez (2016) evidencia
que o mecanismo de acao dos barbituricos ocorre pela potencializagao da inibigdo sinaptica
por agdo no receptor GABA 4, causando bloqueio da atividade convulsiva. E com niveis mais
altos das concentragdes terapéuticas, podem diminuir as deflagragdes repetitivas
persistentes. E quanto aos locais de inibicdo, podem ser tanto pos-sinapticos (células
piramidais cerebelares e corticais, nicleo cuneado, substdncia negra) ou pré-sinapticos
(medula espinal) (MIHIC; HARRIS, 2012).

A absorcao do fenobarbital ocorre de forma quase completa e essa atividade pode
variar dependendo da idade do paciente, sendo mais rapida em adultos, quando comparados
com criangas. Quanto ao tempo, poderd alcangar a concentracdo plasmdtica maxima do
medicamento ¢ de 4 a 10 horas apos a dose ingerida. A metabolizagdo ocorre no figado e
pode interferir no efeito de outras medicacdes caso as mesmas sejam realizadas a0 mesmo
tempo (BURTIS; BRUNS, 2016).

Alguns efeitos sedativos ocorrem logo no inicio do tratamento em quase a
totalidade dos pacientes que fazem uso da medicagao, esses efeitos melhoram mediante uso

cronico. Além disso, € possivel ainda surgir os seguintes sintomas: irritabilidade e
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hiperatividade em criangas, inquieta¢do e confusdo mental em idosos. Em razdo dos efeitos
adversos atribuidos ao seu uso, o fenobarbital deixou de ser utilizado como primeira opgao

terapéutica no tratamento (MCNAMARA, 2012).

2.6. DIAZEPAM

O benzodiazepinico ¢ caracterizado estruturalmente pela formagao do anel benzeno,
que estd ligado a um anel diazepinico de sete membros (Figura 4). Quando existe uma
substituicdo na posi¢do 7 do anel benzeno por um halogénio ou grupo nitro, confere a ele
propriedades sedativas e hipnoticas da medicacdo (RANG et al., 2004).

Figura 4 — Estrutura quimica do Diazepam.
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Fonte: ANDRADE; TROSSINI; FERREIRA (2010).

Dentre as ag¢des desse medicamento, pode-se incluir o relaxamento do musculo
esquelético e o grande potencial de inibir convulsdes (NICHOLSON, 2018;
AUCHEWSKIA, et al. 2004). No tratamento das crises convulsivas, o diazepam age
aumentando a poténcia da transmissao inibitoria do neurotransmissor GABA e aumentando
a hiperpolarizagdo neuronal (RANG et al., 2004). Em continuacdo ao supracitado, Nicholson
(2018) afirma que seu mecanismo de agdo se baseia na potencializagdo da afinidade do
neurotransmissor GABA pelos receptores tipo A do 4cido gama-aminobutirico (GABA,),
sobre o qual Rang et al. (2004) complementa que isso culmina com uma resposta sinaptica
inibitoria no sistema nervoso central através da internalizacao de ions cloreto pelos canais
ativados pelo GABA nas células nervosas.

E dependendo da quantidade da dose administrada, o diazepam pode, inclusive,
levar a depressao do sistema nervoso central. Entretanto, o efeito depressor ndo tem a
mesma intensidade quando comparado ao produzido pelos barbitiricos e anestésicos

volateis. Os benzodiazepinicos ndo produzem uma verdadeira anestesia geral, pois em sua
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aplicacdo ndo ¢ alcangado a imobilidade e a perda da consciéncia necessarias para realizar o
ato cirurgico. Sendo assim, os estdgios de hipnose e estupor sdo alcancados a partir do
aumento progressivo da dose do farmaco (MIHIC; HARRIS, 2012).

Os benzodiazepinicos possuem a capacidade de iniciar rapidamente seus efeitos no
organismo apos a sua administragdo (NUNES; BASTOS, 2016). Eles sdo bem absorvidos
quando ingeridos por via oral e podem alcangar concentracdo plasmética maxima em 60
minutos. Além disso, exercem forte ligacdo com as proteinas plasmaticas devido a alta
lipossolubidade, posto que acumulam-se nos lipideos do organismo (RANG et al.,2004). O
tempo necessario para o farmaco converter-se em metabolitos ativos leva em média de 24 a
72 horas, enquanto a metabolizagdo ocorre no figado e origina os compostos
desmetildiazepane e oxazepam (MACIEL; LIMA; SOUSA, 2015).

A utilizagdo desapropriada dos benzodiazepinicos podem desencadear diversos
efeitos colaterais no organismo (NUNES; BASTOS, 2016). Os sintomas atribuidos
envolvem a sedagdo, miorelaxamento, perda do controle muscular durante movimentos
involuntarios, perda de memoria e a dependéncia (GALDINO, 2011). Por conta disso,
alguns farmacos devem ser usados com cautela em idosos por conta dos mesmos possuirem
maiores riscos de intoxicagdes e efeitos adversos (BALDONI et al., 2010; SOUTO et al.,
2017; BARRETO; MASSABKI, 2010).

Em razdo da capacidade dos benzodiazepinicos em atravessar a barreira placentaria
durante a gestacdo, os riscos de surgimento de patologias congénitas e complicagdes
neonatais existem. Além disso, os efeitos dos medicamentos podem, inclusive, provocar

sedagdao em bebés através da amamentagdo (AUSTIN; MITCHELL, 1998).

2.7. FENITOINA

A fenitoina foi desenvolvida em 1908 por Biltz. Todavia, descobriu-se o potencial
anticonvulsivante somente em 1938, enquanto realizavam-se estudos em busca de
medicagdes que tivessem efeito no controle de crises convulsivas por indugdo de
eletrochoques em animais de laboratorio. Dessa forma, a fenitoina foi introduzida neste
mesmo periodo no mercado com a finalidade de atuar nos tratamentos epilépticos. E através
da fenitoina que pdde-se observar que os farmacos anticonvulsivantes ndo necessariamente
causam sonoléncia e por isso incentivou-se investimentos em mais pesquisas a fim de
descobrir medicamentos com ac¢do mais seletiva para este tratamento (MCNAMARA, 2012)

(Figura 5).



24

Figura 5 — Estrutura quimica do Fenitoina.

NH
o)

FENITOINA
Fonte: MCNAMARA (2012).

Sendo também denominada como 5,5-difenil-hidantoina, a fenitoina é um
anticonvulsivante do grupo das hidantoinas, utilizado no mundo todo como o tratamento de
escolha das crises epilépticas, especificamente de convulsdes parciais e tonico-clonicas, com
excecdo das crises de auséncia (OLIVEIRA, S., et al., 2008). Pereira (2009) e Oliveira, F.,
(2013) afirmam que a mesma € considerada um fdrmaco com agdo eficaz no tratamento de
convulsdes sem gerar efeito depressor no SNC. Ainda segundo o que foi pontuado,
Hofstatter (1995), salienta que a fenitoina possui maior desempenho em controlar a fase
tonica das convulsdes generalizadas tonico-clonicas sobre a fase clonica. E acerca do
mecanismo de a¢do Oliveira, S. (2008) ratifica que a atividade antiepilética ocorre com o
bloqueio dos canais de sodio.

A fenitoina ¢ utilizada em forma de sal sddico e sua absor¢ao esta relacionada ao
pH do meio. Liga-se intensamente as proteinas sé€ricas e possui meia vida plasmatica, que
alcanga em média de 6 a 24 horas, com valores que podem elevar-se quando existir aumento
da concentracdo plasmatica e sua metaboliza¢dao ocorre via hepatica. (MCNAMARA, 2012).
Quando se trata dos efeitos adversos, os mesmos estao relacionados com problemas oculares
e cerebrovestibular, movimentos involuntarios dos olhos, perda do controle muscular em
movimentos involuntérios, disturbios na articulacdo da fala, fadiga e confusdes mentais. Os
tratamentos com doses elevadas podem ocasionar encefalopatia com déficit mental e
alteragdes das emocgdes. As pessoas que fazem uso cronico da medicagdo podem
desenvolver hipertrofia gengival durante o tratamento (JORGE, 2014). E quando as
concentragdes alcangam doses tdxicas, pode-se ocasionar ainda a excitacdo e rigidez de

descerebragao (MCNAMARA, 2012).
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3. METODOLOGIA

3.1. ANIMAIS

Para o estudo proposto, foram utilizados 63 ratos Wistar machos adultos - peso
entre 200 e 250g. Todos os animais foram obtidos do Biotério Central da Universidade
Federal do Para (UFPA) e mantidos no biotério de experimentos localizados no Laboratério
de Farmacologia e Toxicologia de Produtos Naturais (LFTPN). A temperatura foi ajustada
entre 25-28°C e a luminosidade regulada artificialmente - 12h de luz e 12h de escurido.
Cada gaiola continha no maximo 3 animais. Comida e agua estavam disponiveis livremente
durante o experimento. O modelo experimental seqgue o Comité de Etica em Pesquisa com
Animais Experimentais da Universidade Federal do Para (CEPAE - UFPA) sob o nimero de
protocolo 11/2015.

3.2. EXTRACAO DO MATERIAL BOTANICO

Amostras de Nerium oleander foram coletadas na cidade de Belém - PA — Brasil
(Figura 6), onde é facilmente encontrada e imediatamente encaminhada para o processo de
identificacdo no Laboratério de ldentificacdo Botanica do Laboratério de Botanica -
Herbario da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa) da Amazdnia oriental.
L4, as amostras foram comparadas com exsicatas na colecdo do laboratério para a
classificagdo correta, sexo e nome cientifico, respectivamente, como segue: Apocynaceae,
Nerium e Nerium oleander L., nimero IAN 197195.

Figura 6 — Imagem capturada da Nerium oleander L. na cidade de Belem — PA.
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O extrato foi obtido a partir de folhas dessa planta por pesquisadores da LFTPN -
localizados na UFPA - de acordo com as diretrizes internacionais sugeridas pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS). As folhas foram coletadas em maio, com
temperatura média de 32,4 ° C, em Belém- Para-Brasil, latitude 01° 2721” S, longitude 48°
30'16” W.

As folhas foram processadas em etanol absoluto (Sigma) deixado em contato com
as folhas por 48 horas sob agitacdo constante, extraindo substancias polares e apolares
contidas nas folhas, posteriormente o alcool foi filtrado e evaporado a uma temperatura de
50 ° C. O extrato seco foi ressuspenso em solucgdo fisiologica a 0,9% contendo Tween 20
(Sigma - Aldrich) a 0,05%, na concentracdo de 10 mg/ mL. Os dados de nossos estudos
anteriores realizados na LFTPN-UFPA mostraram que a ED50 (dose efetiva) para obter
crises convulsivas com perda do reflexo postural foi de 150 mg/kg via intraperitoneal.
Durante a extracdo do material vegetal, o rendimento obtido para cada quilograma de folhas
foi de 10,3 g de extrato de N. oleandro.

O extrato seco remanescente foi mantido congelado a -20 ° C e liofilizado sob baixa
pressdo por 24h para secar a agua restante. E 100 mg do extrato liofilizado foram
recuperados com 10 mL de mistura dgua-acetonitrila (8.2) (v/v). O extrato recuperado foi
diluido para 1/5 em uma mistura de metanol-acetonitrila (1.1) (v/v), para uma proporcao
final de mistura de acetonitrila-metanol-agua (44.40.16) (v/v/v), entdo filtrada através de
HPLC PVDF acrodiscs (porosidade 0,45 pum) e injetado no aparelho de HPLC (adaptado de
NADJI et al. 2017).

3.3. PRODUTOS QUIMICOS E REAGENTES

O acetonitrilo e o metanol do grau de HPLC foram obtidos no CRQ (Séo Paulo,
Brasil). Agua ultra pura foi produzida usando um sistema Direct Q3 (Millipore, Molsheim,
Franca).

O anestésico cetamina foi adquirido da Konig (Santana de Parnaiba, SP) e xilazina
de Vallée (Montes Claros, MG), enquanto o anestésico local lidocaina foi obtido de
Hipolabor (Sabard, MG, Brasil). Compostos anticonvulsivantes fenobarbital (Aventis-
Pharma, Ribeirdo Preto, SP, Brasil); fenitoina, diazepam e escopolamina (Unido Quimica,

Embu-Guagu, SP, Brasil); também foram comprados.
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3.4. INSTRUMENTACAO

A analise por HPLC foi realizada utilizando um sistema de HPLC Dionex UltiMate
3000 (Thermo Scientific, Sunnyvale, CA, EUA) equipado com a bomba UltiMate 3000 RS,
0 compartimento da coluna de amostragem automatica UltiMate 3000 e o detector de
fotodiodos UltiMate 3000. A aquisi¢do de dados foi realizada com o software Chromeleon
(Sunnyvale, CA, EUA).

3.5. CONDICOES HPLC-DAD

A separacdo cromatografica foi realizada numa coluna HPLC Kinetex® C18 100A
(2,6 um, 100 x 4, 6 mm) com a temperatura da coluna ajustada a 30 ° C. A fase mdvel
consistiu em acetonitrilo-agua (37/63 v/v) a uma taxa de fluxo de 1,3 mL / min. O detector
DAD registrou espectros de UV no intervalo de 190 a 400 nm e o comprimento de onda
monitorizado foi estabelecido a 280 nm. O volume de inje¢do foi de 20 pL. O tempo de
analise foi de 8 min. e a absorcao de oleandrina foi de 271 nm. O tempo de retencédo foi de
6,963 min (Figura 7).

Figura 7 - Cromatograma de HPLC para identificacdo de Oleandrina a partir de extrato de
Folha. (a) Apice de absorvancia de 271 nm, (b) Tempo de retencdo de 6,963 min.

1071

1000 -
900 o
8004 g 20
; 20.0
700 ‘33‘5_
= 10.0
<L -
£ 600 ‘
§ 5.0
g 5004 (a) 0.0
.§ 5.0
< 400 Jd 200 250 300 % 40 |_',-,,.:?=::- o 500
3004 -
3
w
2004 =
2
o
B U LJ;N %
267
(b) 0,13 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00 7,00 8,03

Time [min]

Fonte: Hamoy (2018).
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3.6. DESCRICAO COMPORTAMENTAL

Nove animais foram submetidos a uma injecdo intraperitoneal (i.p.) > de EENO na
dose de 150 mg / kg, e observados quanto ao comportamento manifestado apos esta injecéo
por um periodo de duas horas. Neste momento, registramos o periodo de laténcia para o
aparecimento das principais manifestaces causadas pelo extrato.

Tabela 1 - Grafico Comportamental Analisado

Estagio Comportamento

1. Imobilidade

2. Relaxamento sem perda do reflexo de postura.

Depressédo do SNC (FASE-I
P ( ) 3. Relaxamento muscular com perda do reflexo de

postura.

1. Calda embandeirada

Excitacdo do SNC (FASE-II)

N

Taquipnéia

3. Tremores de cabeca e pescoco, ericamento de
vibrissias e salivago

4. Convulsao tbnica
Convulsdo tdnico-clénica

6. Tremor de membros anteriores intercalado com

convulsdo tdnico-clénicas

Fonte: Hamoy (2017).

3.7. ANALISE DO ELETROENCEFALOGRAMA DOS ANIMAIS

Os efeitos das substancias apresentadas no extrato sobre o sistema nervoso central
confirmaram todas as observagOes capturadas no teste comportamental, os eletrodos foram
implantados no nivel do duramater de 54 animais - esses animais foram divididos em seis
grupos com 9 animais cada: Controle ( solucdo salina 0,9%) (n = 9); grupo tratado com
EENO (150 mg / kg i.p.) (n =9); para diminuir as convulsdes observadas na fase -2: EENO
(150 mg / kg i.p.) + Escopolamina (10 mg / kg i.p.) (n = 9); EENO (150 mg / kg i.p.) +

% Pontua-se que, para este estudo, a via intraperitoneal foi eleita como tentativa de minimizar os demais
sintomas, ligados a outros sistemas do organismo, como por exemplo, o digestério, que pode agravar o quadro
toxico (BANDARA et al., 2010). Segundo Bafor e Igbinuwen (2009), estudos anteriores envolvendo utilizacdo
de extratos de plantas também demonstram a viabilidade desta via na realizagdo de seus experimentos, sendo
esta uma das vias mais utilizadas na experimentacéo animal.
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Fenobarbital (10 mg/ kg i.p.) (n =9); EENO (150 mg / kg i.p.) + Diazepam (10 mg / kg i.p.)
(n=9); EENO (150 mg/ kg i.p.) + Fenitoina (10 mg/kgi.p.) (n =9).

3.7.1. Cirurgia para Colocacéo de Eletrodos

Os animais foram anestesiados com cetamina (50 mg / kg i.p.) e xilazina (10 mg /
kg i.p.). Apos a aboligdo do reflexo corneano, os animais foram posicionados em aparelho
estereotaxico. ApoOs procedimentos cirurgicos para expor o cranio, foram realizados dois
orificios bilaterais no cranio do rato com broca odontoldgica. Eletrodos de aco inoxidavel
(com ponta de 1,0 mm de didametro) foram colocados no duramater acima do cértex frontal
nas coordenadas de bregma - 0,96 mm e £ 1,0 mm lateral (Paxinos & Watson, 2005). Um
parafuso foi fixado na regido do cranio occipital, e os eletrodos foram fixados com cimento

acrilico dental utilizando o parafuso como base e solo para os eletrodos.

3.7.2. Registros Eletroencefalograficos

Ap0s a cirurgia, os animais foram mantidos em gaiolas individuais. Sete dias apos a
cirurgia, os eletrodos foram conectados a um sistema digital de aquisicdo de dados composto
por um amplificador de alta impedancia (Grass Technologies, P511), um osciloscépio
(Protek, 6510) e uma placa para aquisicdo e digitalizacdo de dados (National Instruments,
Austin, TX). Os dados foram continuamente amostrados a 1 kHz em baixa passagem de 0,3
kHz e alta passagem de 0,3 Hz.

As gravagOes seguiram um protocolo padrdo: 10 min de acomodagdo em animais
cuidadosamente imobilizados para evitar interferéncia de registros. Registramos a atividade
eletroencefalografica do controle por 5 min, que foi usada como controle nas analises de
EEG. Em seguida, EENO (150 mg/kg i.p.) foi administrado e a actividade
electrocorticografica foi ainda registada durante 3000 segundos. Para a avalia¢do do controle
das crises por anticonvulsivantes, os animais foram tratados ao mesmo tempo com EENO e
anticonvulsivantes para verificar sua eficacia na fase Il.

Para a analise dos sinais adquiridos, foi construida uma ferramenta utilizando a
linguagem de programacéo Python versdo 2.7. As bibliotecas Numpy e Scipy foram usadas
para processamento matematico e a biblioteca Matplolib para gréaficos. A interface gréafica

foi desenvolvida usando a biblioteca PyQt4.
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3.7.3. Registros Eletromiograficos

Para demonstrar a atividade muscular ap6s a aplicacdo de EENO, eletrodos
conjugados foram implantados no muasculo Masseter. O registro foi amplificado 2000X os

dados foram processados semelhante ao eletroencefalograma.
3.8. ANALISE ESTATISTICA

Os valores dos resultados foram descritos como média e desvio padrdo. As
comparagOes de poténcia foram realizadas utilizando ANOVA e teste de Tukey usando o
software GraphPadPrism ®. Valores de p <0,05 foram considerados estatisticamente

significantes.
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4. RESULTADOS

A identificacdo da oleandrina mostrou a absorbancia de comprimento de onda
méaxima de 271 nm e tempo de retencdo de 6,963 min. Resultados semelhantes foram
referidos pela deteccdo de residuos de cardenolideos de Nerium oleander em amostras de
autopsias e pela determinagdo dos niveis de oleandrina por HLPC-DAD (PRAVEEN et al.,
2012, NADJI et al., 2017) (Figura 7).

A anadlise da condicdo de intoxicacdo causada pelo extrato etandico de Nerium
oleander (EENO) foi caracterizada pela ocorréncia de duas etapas na tabela comportamental
(Tabela 2). Na primeira fase, 0s animais apresentaram sintomatologia classica relacionada a
depressdo do SNC, como imobilidade e relaxamento muscular sem perda do reflexo postural
seguida de relaxamento muscular seguido de perda do reflexo postural - Essa fase
apresentou média de laténcia de 5,23 + 1,89 minutos. Na segunda fase, notou-se a cauda
embandeirada; taquipneia; arrepios na cabeca e no pescoco; erecdo das vibrissas; salivacao;
convulsdo tonica; convulsdo tonico-clonica; Calafrios na cabeca, pescoco e membros
anteriores intercalados por convulsdes tonico-clonicas. Este estagio teve média de laténcia
média de 15,75 + 2,59 minutos. Ambos os estagios comportamentais foram comprovados
pelo eletromiograma do musculo masseter (Figura 8) e registro eletrocorticografico do grupo
basal e tratado (Figura 9 e 10).

TABELA 2 - Caracterizacdo comportamental do quadro induzido ap6s a aplicacdo do
extrato etanolico da Nerium oleander e laténcia para ocorréncia dos comportamentos.
Observacéo feita durante 120 minutos (n=9).

Fase Comportamento Laténcia (Minutos)
1. Imobilidade 523 +1.89
Fase -1 2. Relaxamento sem perda do reflexo de 1045 £252
(Depresséo do postura.
SNC)
3. Relaxamento muscular com perda do 12.07 + 3.38

reflexo de postura.

1. Cauda embandeirada 15.75 + 2.59
2. Taquipnéia 17.43 £2.22
Fase - 3. Tremores de cabeca e pescogo, ericamento 19.90 +2.76
(Excitabilidade de vibrissias e salivacéo.
do SNC)
4. Convulséo tonica 23.66 +5.54

5. Convulsdo ténico-clénica 25.37 +6.02
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TABELA 2 - Caracterizacdo comportamental do quadro induzido ap6s a aplicacdo do
extrato etandlico da Nerium oleander e laténcia para ocorréncia dos comportamentos.
Observacéo feita durante 120 minutos (n=9)

(continuacao)

6. Tremor de membros anteriores 29.37+4.84
intercalados com convulsdes tdnico-
clénicas

Fonte: Hamoy (2017).

Os registros eletromiograficos do musculo masseter mostraram condicOes
repetitivas de contracdo muscular compativeis com convulsées. Os primeiros 400 segundos
ndo apresentaram alteracdes de amplitude, registrando apenas uma linha continua sem
flutuacbes (Figura 8A) e distribuicdo de energia menor que 10Hz (Figura 8B) indicando
auséncia de atividade muscular (relaxamento muscular) Fase -1. A partir deste momento, é
registrada uma grande variacdo nos registros de amplitude (Figura 8A) e distribuicdo de
energia variando de 1 a 50 Hz (Figura 8B) mostrando um aumento na contracdo muscular
(fase -11).

Figura 8 - Demonstracdo do eletromiograma obtido a partir do muasculo masseter. Observar
0 padrédo de contracdo muscular sugestivo de convulsdo (A); Ampliacdo da imagem A (B);
Espectrograma de distribuicdo de energia durante o registro de contracdo muscular (C). (n =
9).
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Figura 9 - Tracado -eletrocorticografico de um animal

no estado basal
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(A);

Eletrocorticograma de animais apés a aplicacdo da Fase EENO - | (B), caracteristica do

tracado do animal em convulséo (Fase - 1) (C).
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Fonte: Hamoy (2017).

A caracteristica comportamental pode ser elucidada a partir da analise do tracado

eletrocorticografico. O animal no controle percorria normalmente, apresentando um tracado

que revela um espectrograma que possui uma maior concentragdo de energia menor que

10Hz (Figura 9A). Durante a fase I, que ocorre logo apos a aplicagdo da EENO, observa-se

relaxamento muscular no comportamento. Quando analisado no eletrocorticografico

(EC0G), pode-se observar uma menor irregularidade no tragado e uma suave reducdo do

nivel de energia em relacdo ao espectrograma de controle. Assim, a maior energia mantém-

se abaixo de 10Hz - semelhante ao controle ECoG (Figura 9B). A Fase 1l comega com uma

distribuicdo maior de energia de frequéncia, conforme revelada no espectrograma - devido a

uma excitabilidade cerebral, que contrasta com a fase -1 (Figura 9C).
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Figura 10 - Registro eletrocorticografico obtido apds a aplicacdo da EENO verificada duas
fases (A); Espectrograma demonstrando a diferenca entre a distribuicdo de forcas entre 1 e
50 Hz para as fases | e Il (B); meio de amplitude de poténcia distribuido a cada fase de

freqliéncia I, 11 e registro basal (C); Grafico mostrando a amplitude em escala linear na
frequéncia de 1 a 50 Hz (D). (n=9)
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Fonte: Hamoy (2017).

De acordo com a anélise comportamental observada ap6s a injecdo da EENO, foram
estabelecidas duas fases distintas no sistema nervoso central (SNC) que podem ser
comprovadas a partir da analise de EcoG (Figura 10). No espectrograma pode-se notar uma
maior concentracdo de freqiiéncias menor que 10Hz na fase - |, seguida de maior
distribuicdo de energia na fase - I, indicando maior atividade cerebral, compativel com uma
convulsdo (Figura 10A e 10B). O grafico de amplitude descrito em uma escala logaritmica
(Figura 10C), mostrou que nao houve diferenca estatistica entre a media da amplitude média
obtida na fase | e o registro de controle. A fase Il mostrou que durante a condicdo de
aumento da excitabilidade cerebral o nivel de amplitude aumentou mais em compara¢do ao
controle e fase Il. A avaliacdo da escala linear de amplitude em frequéncia até 50Hz obtida
no controle com amplitude média de 0,453 + 0,0807 mv2 / Hz x10-3 ndo foi estatisticamente
relevante quando comparada com a média de poténcia na fase - 1 (0,293 + 0,0381 mv2 / Hz
x10-3). Na fase Il a média da amplitude média foi de 3.406 + 0.9947 mv2 / Hz x10-3,
mostrando diferenca significativa em relagdo ao controle e fase | (Figura 10D).
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Figura 11 - Registro eletroencefalografico obtido na fase Il apds a aplica¢do do farmaco na
tentativa de controlar a fase -11. Demonstracdo do padrdo de rastreamento encontrado para
escopolamina (SCP) (A), fenobarbital (PBT) (B), Diazepam (BDZ) (C) e fenitoina (PHT)
(D). Grafico mostrando a atividade no controle de convulsdes observado na fase Il (E), onde
p< 0,05

A SCP C BDZ
03 03]
~ 02 02
o A\/Nb\JNw\l ‘\N‘\‘v ‘A“l io‘l M
e (A NINININ NI NS \ “,\*vw.« A
3 00‘,;'\"\‘ O <;’\‘ﬂ‘;; i "l “‘&."“.:Mi 2% | ' e, i
?;1—0.1 "I "] 2-01 ! | i i
POy -0z
i3 E -03
-04 04,
480 481 482 483 484 @ g 4 480 481 482'I1me © 483 484 485
Time (s) £-)
=
X -
N
I
=
o
> 2]
£
@
°
=
21
a
B PBT £ PHT
0.4
\ |
02 |
% o L A N 1l
< o W MV 1 2 oolhons ’ v
$-02 | ! i | 3 oomna a1 (et bt
£ £
504 | | £-02
<-06 o
-0.8
-0,
1_&0 o W3 3 484 %85 %80 481 482Tm ‘5)483 484 485

Fonte: Hamoy (2017).

Para controlar a condicdo de convulsdo observada no estagio Il, foram utilizados
medicamentos como escopolamina (10mg / kg); fenobarbital (10mg / kg), Diazepam (10 mg
/ kg) e fenitoina (10mg / kg). O registro do controle exibe uma meédia de amplitude média de
0,453 + 0,08 mV2 / Hz x 10 na fase - 1l a condig&o de convulsdo desencadeou um aumento
de amplitude de 3,406 + 0,994 mV2 / Hz x 10. Ap6s o uso da escopolamina (PCS), todos
0s animais apresentaram média de 2,99 + 1,023 mV2 / Hz x 10, o que ndo representou
diferenca estatistica em relacdo a condicdo de crise causada pela EENO. Para 0 manejo da
crise, obtiveram-se resultados mais eficientes utilizando fenobarbital (PBT) (amplitude
média 1,705 + 0,53 mV2 / Hz x 107), diazepam (BDZ) (amplitude média 0,974 + 0,122
mV2 / Hz x 10°%) e fenitoina (amplitude média 2,33 + 0,636 mV2 / Hz x 107%). De todos
esses medicamentos, o mais eficiente para o controle adequado das crises foi o diazepam
(Figura 11).
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5. DISCUSSAO

Atualmente, sabe-se que compostos isolados extraidos de diversos tipos vegetais
possuem a capacidade de interagir nos sistemas de neurotransmissdo do SNC, estudos desse
tipo fornecem base para avaliagdo de alteracBes neuroquimicas envolvidas em diversas
patologias (BARBOSA-FILHO et al., 2006; QUINTANS-JUNIOR et al., 2008; SOUSA et
al., 2008). Os compostos contidos no extrato etandlico de Nerium oleander tém
caracteristicas que permitem a sua passagem através da barreira hematoencefalica que, ao
alcancar o SNC, causa, inicialmente, a diminui¢do da atividade motora (miorrelaxamento) e
subsequentemente a excitabilidade.

Nesse contexto, o EENO promove alteracbes no sistema de neurotransmisséo
GABAergico devido ao aumento da concentracdo desse neurotransmissor no SNC
(NAGARJUN; SOUDARIN; KUMARESAN, 2003), isso induz a reducdo da atividade
motora por depressdo do sistema nervoso central, conferindo a esse extrato atividade
sedativa e hipnética que altera o comportamento de ratos (ZIA et al., 1995; LEEWANICH et
al., 1996). O eletroencefalograma tem sido amplamente utilizado no diagnéstico e
acompanhamento de patologias neuroldgicas. Assim, para provar os efeitos convulsivos do
EENO no SNC, realizou-se 0 EEG, o qual demonstrou as fases de depressao e aumento da
excitabilidade no comportamento. Sendo denominadas neste estudo como fase | e fase II,
respectivamente.

Os padrdes de comportamento da depressao do sistema nervoso demonstrados pela
fase I, apresentaram miorrelaxamento inicial, o que corrobora com o aumento da atividade
da neurotransmissdo GABAergico. Conforme a revisdo de literatura realizada nesta
pesquisa, observou-se gque esse padrdo comportamental foi pouco visualizado em outros
experimentos, isso pode ter como causa o fato da Nerium oleander ser uma planta toxica
com diversos principios ativos, que podem variar de acordo com a dose e concentracdo dos
seus componentes. J4, a excitabilidade foi observada com o inicio do quadro convulsivo nos
animais e caracterizou a fase II.

Diferentemente da depressdo do SNC, a sua excitabilidade no envenenamento por
N. oleander foi citada em varios artigos, fato que é confirmado por Langford e Boor (1996)
que encontraram sialorréia e tremores musculares em seres humanos. Enquanto isso, Aslani
et al. (2004) observou a vocalizagdo, convulsdes e tremores musculares em ovinos. Em
contrapartida, Pedroso et al. (2009) realizou uma experiéncia com N. oleander em bovinos,

onde vinte e nove minutos depois da ingestdo os animais apresentaram sialorreia, taquicardia
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intensa, seguido de miccdo frequente, ranger de dentes, regurgitacdo do contetdo do ramen,
houve dificuldade na locomocdo, queda abrupta do animal ao chdo, decUbito lateral,
tremores musculares generalizados, movimentos de pedalagem, mugindo e o desfecho foi a
morte do animal aos sessenta e dois minutos.

Todas essas alteragcbes comportamentais indicadas anteriormente ocorrem quando
h& intoxicacdo pela espirradeira, que foram observadas em vérias espécies, tais como as
exemplificadas. Os sintomas como tremores musculares e convulsées indicam excitabilidade
do SNC, corroborando com fase Il, ja a fase | também apontada no presente estudo
observou-se que a depressdo do sistema nervoso central caracterizou-se por imobilidade e
miorrelaxamento sem e com perda do reflexo de postura. Essas fases foram comprovadas a
partir da analise de registros eletroencefalograficas e eletromiogréficas, sobre as quais o
EMG demonstrou contracdo muscular compativel com quadro convulsivo de longa duracéo,
que esteve de acordo 0 EEG, sendo ambos os registros descritos pela primeira vez.

Os cardenolideos estdo presentes em toxinas de plantas que atuam principalmente
no coracdo. A morte ocorre por fibrilagdo ventricular ou taquicardia. Uma vasta gama de
tratamentos tém sido utilizados, o mais comum, incluindo carvdo ativado, atropina,
agonistas -adrenoceptores, temporario de estimulacédo, anti-digoxina de Fab e de magnésio,
e mais novos agentes incluem frutose-1,6-difosfato, ensaio clinico em progresso, e anticalin.
No entanto, mesmo no caso dos tratamentos que tém sido utilizados ha décadas, existe um
debate em relacdo a eficacia, as indicacGes e dosagem que otimizam os resultados. 1sso
contribui para a variabilidade do uso em todo o mundo (ROBERTS; BRUCKEY, 2006;
ROBERTS et al., 2016).

A base para 0 mecanismo de ac¢do da intoxicagdo dos cardenolideos da oleander é
semelhante ao apresentado por digitalicos classicos e se da pela inibicdo da bomba de sddio
e potassio ATPase (Na* / K ATPase) presentes nas membranas plasmaticas. A inibicio da
bomba, além de provocar disturbios eletroliticos que afetam a condutibilidade do coracéo,
promovem o desencadeamento de convulsfes observadas durante a intoxicagdo, 0 que
caracteriza a fase II.LA Na + / K + -ATPase diminuiu significativamente ap6s convulsdes
induzidas por PTZ (60 mg/kg). Uma correlagéo positiva significativa entre Na* / K" ATPase
e a laténcia para mioclonias e crises generalizadas foi encontrado (LANGFORD; BOOR,
1996; MARQUEAN et al., 2013).

No cérebro a Na + / K + -ATPase contribui para a manutencdo dos gradientes

eletroquimicos subjacentes neuronais de repouso e de potencial acdo, bem como a absor¢édo
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e a libertacdo de neurotransmissores. Em conformidade, um decréscimo de Na + / K + -
ATPase aumenta a excitabilidade neuronal e pode predispor ao aparecimento de atividade
convulsiva (FUNCK et al., 2015).

Ainda em relagdo a contribuicdo da Na'k™ ATPase na epilepsia Grisar, Guillaume e
Delgado-Escueta (1992), supuseram que este mecanismo teria um papel importante na
remogdo de K liberado no espago extracelular durante o disparo neural. Resultados que
foram investigados em gatos com lesBes por congelamentos, mais especificamente em lesdes
epileptogénicas agudas e cronicas, onde observou-se que dentro do foco primério e
secundario a ativacdo de K" da bomba de Na'k" ATPase glia diminui consideravelmente
guando comparado aos animais de controle.

Assim, 0s pacientes com baixo limiar convulsivo podem ser mais susceptiveis a
convulsdes causadas por intoxicacdo de Nerium oleander. As convulsdes sdo de longa
duracdo e tém caracteristicas tonico-clonicas de dificil controle. Neste estudo, utilizou-se
diferentes anticonvulsivantes, tais como SCP, PBT, BDT e PHT. Em um modelo epiléptico
provocado por pilocarpina Cruz (2012) afirma que o uso de escopolamina reduz convulsao.
No entanto, em intoxicacdo por Nerium oleander, a mesma ndo obteve efeito sobre o
controle das crises como constata-se na figura 5 deste estudo. Tal resultado é ratificado por
Hamoy (2011, p. 87) em relacéo a convulsédo induzidas pelo cunaniol e acetato de cunaniol,
pois “a utilizagdo da escopolamina na dose 10 mg/kg por via intraperitoneal, demonstrou
baixa seletividade no controle das convulsdes [...]".

O fenobarbital apresentou um bom resultado no manejo da crise convulsiva nesta
pesquisa, fato também observado por Hamoy (2011), no qual o fenobarbital, ao agir
diretamente nos receptores do neurotransmissor GABA, promove a abertura dos ionéforos
de cloro, permitindo a hiperpolarizacdo da membrana neural e, com isso, proporciona o
controle das convulsdes. O resultado favoravel com fenobarbital também demonstrou
Zimath et al. (2017) em um modelo de estudo onde o pentilenotetrazol era um agente indutor
de convulsdes, a aplicagdo dessa droga mostrou-se eficaz para cessar o quadro convulsivo.
Praticamente na mesma linha de pesquisa Fleck (2015) apontou, em um estudo desenvolvido
mostrando os efeitos do uso de montelucaste associado ao fenobarbital com objetivo de
avaliar a reducéo das crises convulsivas em animais abrasados, que a combinagdo de ambas
as drogas obteve atuacdo positiva para aumentar a laténcia das crises convulsivas tonico-

clonicas que foram estimuladas pelo pentilenotetrazol aplicados em camundongos.
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Neste estudo demonstrou-se, experimentalmente, que o diazepam foi o farmaco que
apresentou maior resultado na eficacia do controle das crises convulsivas, que foram
induzidas pela aplicacdo do extrato etandico de Nerium oleander (Figura 11). E resultados
semelhantes foram observados em Portela et al. (2015), sobre o qual também demonstrou os
efeitos anticonvulsionantes do diazepam no tratamento de crises epilépticas em um grupo de
criangas admitidas na emergéncia pediatrica. E ao comparar os efeitos do diazepam
endovenoso com o midazolam intramuscular, o autor observou que 87,5% de um total de 16
criangas que pertenciam a esse grupo de andlise tiveram as crises epilépticas controladas
com o0 uso do diazepam em apenas uma dose que foi aplicada. Entre os efeitos adversos
relatados com o uso do diazepam, foram verificados sinais de hiperatividade ou vomito em
algumas criancas analisadas deste grupo.

Em uma meta-analise realizada por McMullan et al. (2010), comprovou-se a
efetividade do diazepam e do midazolam no controle de convulsdes de criangas e adultos
jovens. De igual modo, constataram-se em outras literaturas muitas respostas positivas com
a administracdo do diazepam, quando tiveram seus efeitos testados com intuito de diminuir a
severidade das crises convulsivas induzidas por pentilenotetrazol (VIEIRA, 2015). O
pentilenotetrazol € uma substancia capaz de induzir convulsdes e muito utilizada em
modelos de animais para o estudo das crises convulsivas (MUSSULINI, 2013).

Ainda segundo Mussulini (2013), no modelo de convulséo induzida por
pentilenotetrazol em zebrafish adulto o tratamento inicial realizado em imersdo por um
tempo de 40 minutos em solugédo contendo diazepam, para posteriormente serem imersos em
outra solugdo com pentilenoterozol, favoreceu a diminuigcdo da severidade das convulsoes,
porém, ndao o tempo necessario para o retorno ao comportamento habitual dos animais.

Resultados positivos com diazepam também ocorreram em Hamoy (2011), no qual
um estudo caracterizando os quadros convulsivos desencadeados em ratos Wistar pela
injecdo do extrato de cunaniol extraidos de plantas do género Clibadium sylvestre, atestou-se
que a administracdo do diazepam (5 mg/kg), no intervalo de 30 minutos antes da aplicagéo
do cunaniol, tiveram os resultados satisfatorios para o controle dos espasmos tonicos, crises
clénicas generalizadas com perda do reflexo de postura e crises tonico-clonicas. Em um
estudo posterior do mesmo autor (2018), ao analisar as caracteristicas dos quadros
convulsivos desenvolvidas pelo uso do cunaniol, demonstrou-se, positivamente, a eficacia
do fenobarbital e do diazepam como farmacos anticonvulsivantes detentores de grande

resultado para controle dos quadros de convulsdo em animais. Ambos os resultados
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compararam-se ao deste estudo, no qual as convulsdes tonicas e convulsdes tonico-clonicas
observadas no estagio Il, que foram induzidas pela injecdo do extrato etandico de Nerium
oleander em ratos Wistar, apresentaram efeito positivo com a utilizacdo de 10 mg/kg de
diazepam por via intraperitoneal.

J& Sperling et al. (2014) mediante um estudo acerca dos efeitos do diazepam em sua
administracdo intranasal, o avaliou como sendo uma formulacdo eficaz para controlar os
episddios de convulsdes tdnico clénicas que foram desenvolvidas em homens e mulheres
adultos no momento em que foram submetidos a terapéutica do farmaco nas doses
equivalentes a 0,2 mg/kg.

E no estudo realizado por Nogueira (2000), avaliou-se que o pré-tratamento com 10
mg/kg de diazepam teve uma boa atuacdo na estabilizacdo dos quadros convulsivos
desencadeados pela injecdo de 9 mg/kg da substancia Marinubufogenina (que é conhecido
por ser um veneno® extraido das glandulas parétidas de sapos Bufo paracnemis), em 83,3%
de ratos Wistar. Todavia, quando aplicou-se o fenobarbital na dose de 50 mg/kg por via
intraperitoneal, ndo foi eficaz para interromper as convulsfes. Na observacdo dos efeitos da
fenitoina, conclui-se que ela teve resultado satisfatério para controlar as convulsdes ténico-
clonicas generalizadas nos integrantes do grupo de animais. Ja no presente estudo, tanto o
diazepam e o fenobarbital quanto a fenitoina controlaram os quadros convulsivos induzidos
nos animais pela injecdo de 150 mg/kg por via intraperitoneal do extrato etandico de Nerium
oleander.

O fenobarbital apresentou neste estudo ser um farmaco eficiente no controle das
crises convulsivas com a administracdo de 10 mg/kg da dose por via intraperitoneal,
mostrando ser a segunda melhor droga anticonvulsivante utilizada neste experimento.
Quando aplicou-se a fenitoina na dose de 10 mg/kg por via intraperitoneal, sua amplitude
média no limiar convulsivo foi registrado nos valores de 2.33 + 0.636 mV?/Hz x 107,
evidenciando ser uma droga que controla as convulsBes, porém, ndo de modo eficiente
quanto ao diazepam e o fenobarbital. Esse resultado concorda com a meta-analise realizada
por Campos (2017), que ao comparar os farmacos com acdo antiepilépticas com o farmaco
valproato, o resultado mais desfavoravel no desfecho das remissées de crises epilépticas foi

da fenitoina.

® As bufotoxinas, que sdo encontradas na espécie Bufo, exercem a capacidade de inibir a bomba
N*/K*/ATPase, atuando como vasoconstritor em artérias de ratos e humanos (BAGROV et al. 1998, 1995).
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Assim, também concordou-se com um estudo realizado por Damasceno (2017), que
avaliou a eficiéncia das drogas no controle de convulsées em neonatos que foram atendidos
no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (HCFMRP-USP), e
obteve o0 seguinte resultado: o fenobarbital e a fenitoina ndo mostraram beneficios no
controle das crises convulsivas, pois apresentou uma falha terapéutica em 33,3% das
criangas. A fenitoina ndo chegou ao limiar terapéutico necessario e por isso foi substituida
pelo tratamento com vigabatrina. O fenobarbital alcangou niveis téxicos na maior parte dos
pacientes e ndo controlou as crises.

Na revisdo de literatura desenvolvida por Ferraz (2015), avaliou-se que o
traumatismo cranioencefalico grave aumenta a probabilidade de desencadear convulses,
principalmente quando existe hemorragia intraparenquimatosa, fato que complica o0s casos.
E por intermédio destas pesquisas, observou-se que o uso da fenitoina é importante para

prevencdo de crises convulsivas precoces que podem ser originadas por este trauma.
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6. CONCLUSAO

Nesta pesquisa, estudou-se a toxicidade do EENO sob o organismo do animal,
obtendo-se como resultado a ocorréncia de duas fases, denominadas como fase | e fase II.

Na fase I, observou-se a depressédo do SNC, a qual caracterizou-se por imobilidade,
relaxamento muscular sem perda do reflexo de postura e relaxamento muscular com perda
do reflexo de postura.

J& na fase I, constatou-se a excitabilidade do sistema nervoso central, sobre o qual
0s animais apresentaram cauda embandeirada, taquipnéia, tremores de cabeca e pescogo,
ericamento de vibrissias, salivacdo, convulsdo ténica e convulsdo tonico-clonica. Ambas as
fases foram comprovadas através da analise do eletroencefalograma e eletromiograma.
Sendo ambos os registros descritos pela primeira vez, evidenciando-se, assim, o ineditismo

deste trabalho.
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APENDICE A - ARTIGO CIENTIFICO SUBMETIDO NA REVISTA
ETNOPHARMACOLOGICAL

BEHAVIORAL, ELECTROMYOGRAPHIC AND ELECTROENCEPHALOGRAPHIC
ALTERATIONS IN WISTAR RATS CAUSED BY NERIUM OLEANDER LINN
ETHANOLIC EXTRACT INJECTION: ANOVEL DESCRIPTION.

1-BRUNA SILVA DE MELOQ? 2- ELIANE PACHECO RODRIGUES®, 3-VANIZA SHEILA DE
SOUZA FERREIRA SA®, 4- FILIPE DANTAS LOURINHO? 5-INGRID PERPETUO SOCORRO
PINHEIRO TODA?®, 6- GIULIANA THAISSA MODESTO CARDOSQ", 7-DIENIFER NEGRAO
MARQUES? 8-LUIZ ANDRE BARBAS®, 9-VANESSA JOIA DE MELO®, 10 - NILTON AKIO
MUTO® 11 — MOISES HAMOY®.
a- Faculdade de Medicina, Universidade Federal do Para
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ABSTRACT

Nerium oleander Linn is a Apocynaceae shrub — it is among the most toxic ornamental
plants, especially for children and animals — potentially able to lead to death if ingested.
There are few studies relating N.oleander to neural and behavioral alterations in the current
literature. The present study aim to describe novel effects of the Ethanolic Extract of N.
oleander (EENO). Oleandrin was separated and confirmed by liquid-liquid extraction and
analyzed by high performance liquid chromatography coupled to a diode array detector
(HPLC-DAD), on a reversed phase Cis column and employing water-acetonitrile (63:37)
(v/v) as a mobile phase. The EENO was injected by a dose: 150mg/kg i.p. to a total of 63
wistar rats divided into groups of 9 animals. The behavioral test demonstrated two phases of
CNS activity, I-phase of myorelaxation and depression and the phase Il with excitability, the
two phases were verified by Electroencephalogram (EEG) and Electromyogram (EMG) of
the animals. The outbreak of convulsions caused by the extract indicates the possibility of
inclusion in the therapeutic protocol of anticonvulsive drugs such as diazepam, especially in
people who are more susceptible as in epileptic patients.

Key Words: Nerium oleander, Wistar rats, Electroencephalogram, Electromyogram,
Toxicity, Central Nervous System.
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1-INTRODUCTION

The oleander is an hardy shrub that thrives in tropical and subtropical regions. The
common pink oleander, Nerium oleander, is the principle oleander representatives of the
family Apocynaceae (Langford & Boor, 1996). Toxic exposures of humans and animals to
Nerium oleander occur with regularity throughout geographic regions where these plants
grow. The human mortality associated with oleander ingestion is generally very low, even in
cases of intentional consumption (suicide attempts) (Langford & Boor, 1996).

Poisoning by that plant is a common toxicological emergency in tropical and
subtropical parts of the world. All parts of these plants are toxic, and contain a variety of
cardiac glycosides. Ingestion of either oleander results in nausea, vomiting, abdominal pain,
diarrhoea, dysrhythmias, and hyperkalemia. In most cases, clinical management of
poisoning by either N. oleander involves administration of activated charcoal and supportive
care. Digoxin specific Fab fragment is an effective treatment of acute intoxication (Zhao et
al. 2007; Bandara et al. 2010).

The basis for the physiological action of the oleander cardenolides is similar to that
of the classic digitalis glycosides, i.e. inhibition of plasmalemma Na*,K*ATPase. The data
reviewed here indicate that children are at increased risk of oleander poisoning. (Akhtar et
al. 2014). Recently six new cardenolides, including three 14-hydroxylated cardenolides and
three 14-carbonylated cardenolides were isolated from the dried aerial parts of Nerium
oleander, in addition to twenty-seven known compounds (Cao et al. 2018) .

The toxic effects of N. oleander have long been known, but the effect on the central
nervous system has never been characterized. The intention of the present study was to
determine the electroencephalographic and behavioral alterations after the administration of

the ethanolic extract of the leaves of N. Oleander in wistar rats.

2- METODOLOGY
2.1 - ANIMALS

For the study propose, 63 male adults wistar rats were used — weight between 200
and 250g. All the animals were obtained from the central animal Bioterium of the
Universidade Federal do Para (UFPA) and kept into the bioterium of experiments located at
the Lab of Natural Products’ Pharmacology and Toxicology (LFTPN). The temperature

were set between 25-28°C and the luminosity were artificially regulated — 12h of light and
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12h of darkness. Each cage contained 3 animals at most. Free food and water were available
during the experiment. The experimental model follows the Ethics Committee on Research
with Experimental Animals of the Federal University of Para (CEPAE - UFPA) under the
protocol number 11/2015.

2.2 - EXTRACTION OF BOTANICAL MATERIAL

Nerium oleander samples were collected in the city of Beléem — PA —Brazil, where
it is easily found and immediately forward to the identification process at the Laboratory of
Botanical Identification of the Botany Laboratory - Herbarium of the Brazilian Agricultural
Research Company (Embrapa) of East Amazon. There, the samples were compared with
exsiccates in the in the lab collection for the correct classification, gender and Scientific
name, respectively as follow: Apocynaceae, Nerium and Nerium oleander L., IAN number
197195.

The extract were obtained from leafs of this plant by researchers of LFTPN —
located at UFPA — according to internacional guidelines suggested by World Health
Organization (WHO). The leaves were collected in May, mean temperature of 32.4°C, in
Belém - Para - Brazil, latitude 01° 27°21”’S, longitude 48° 30’16 W.

The leaves were processed into ethanol absolute (Sigma) left in contact with the
leaves for 48 hours under constant agitation, extracting polar and apolar substances
contained in the leaves, subsequently the alcohol was filtered and evaporated at a
temperature of 50°C. The dried extract was resuspended in 0.9% physiological solution
containing Tween 20 (Sigma - Aldrich) 0.05%, at a concentration of 10 mg / mL. The data
of our previous studies performed at LFTPN-UFPA showed that ED50 (Effective dose) to
achieve seizure crises with loss of postural reflex was 150 mg/kg via intraperitoneal. During
the extraction of the vegetal material, the yield obtained for each kilogram of leaves was of
10,3 g of N. oleander extract.

The remained dried extract was kept frozen at -20°C and liofilized under low
pressure for 24h to dry the remained water. 100 mg of the liofilized extract was recovered
with 10 mL of water-acetonitrile mixture (8.2) (v/v). The recovered extract was diluted to
1/5 in a methanol-acetonitrile mixture (1.1) (v/v), to a final ratio of acetonitrile-methanol-
water mixture (44.40.16) (v/v/v), then filtered through HPLC PVDF acrodiscs (porosity
0.45 um) and injected into the HPLC apparatus (adapted from Nadji et al. 2017).
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2.3 - CHEMICALS AND REAGENTS

Acetonitrile and methanol of HPLC grade were obtained from CRQ (Sao Paulo,
Brazil). Ultra pure water was produced using a Direct Q3 system (Millipore, Molsheim,
France).

The anesthetic ketamine was purchased from Konig (Santana de Parnaiba, SP,
Brazil) and xylazine from Vallée (Montes Claros, MG, Brazil) while the local anesthetic
lidocaine was obtained from Hipolabor (Sabara, MG, Brazil). Anticonvulsant compounds
phenobarbital (Aventis-Pharma, Ribeirdo Preto, SP, Brazil); phenytoin, diazepam and

scopolamine (Uni&o Quimica, Embu-Guacu, SP, Brazil); were also purchased .

2.4 - INTRUMENTATION

HPLC analysis was carried out using a Dionex UltiMate 3000 HPLC system
(Thermo Scientific, Sunnyvale, CA, USA) equipped with UltiMate 3000 RS pump, UltiMate
3000 autosampler column compartment and UltiMate 3000 photodiode array detector. Data

acquisition was performed with Chromeleon software (Sunnyvale, CA, USA).

2.5 - HPLC-DAD conditions

The chromatographic separation was performed on a Kinetex® C;3 100A HPLC
column (2,6 um, 100x4,6 mm) with the column temperature set at 30°C. The mobile phase
consisted of acetonitrile-water (37/63 v/v) at a flow rate of 1.3 mL/min. The DAD detector
recorded UV spectra in the range from 190 to 400 nm and the monitored wavelength was set
at 280 nm. The injection volume was 20 pL. Analysis time was 8 min and the absorption of

oleandrin was 271 nm. The retention time was 6.963 min (Figure 1).

Figure 1. HPLC chromatogram for identification of Oleandrin from Leaf extract. (a) Apex of absorbance of
271 nm, (b) Retention time of 6.963 min.
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2.6 - BEHAVIORAL DESCRIPTION

Nine animals underwent an intraperitoneal injection (i.p.) of EENO at the dose of
150 mg/kg, and the behavior manifested after this injection was observed for a period of two
hours. At this time, we recorded the latency period for the appearance of the main
manifestations caused by the extract.

TABLE 1. Analyzed Behavioral Chart.

Phase Behavior

1. Imobility

2. Relaxation without loss of posture reflex.

CNS depression (Phase -1) . )
3. Muscle relaxation with loss of posture reflex.

1. Flagged Tail
Tachypneia

3. Head and neck shudder, vibrissae erection and
salivation.

CNS excitation (Phase —I1) 4. Tonic Seizure

5. Tonic—clonic seizure

6. Anterior limb shudder interspersed by tonic-
clonic seizures.

2.5—- ANIMALS’ ELECTROENCEPHALOGRAM ANALYSIS

Effects of the substances presented in the extract on the central nervous system
confirmed all the observations caught in the behavioral test, electrodes were implanted at the
level of the duramater of 54 animals — those animals were divided in six groups with 9
animals each: Control (saline solution 0,9%) (n = 9); treated group with EENO (150
mg/kg i.p.) (n = 9); to decrease the seizures observed in phase -2: EENO (150 mg/kg i.p.) +
Scopolamine (10 mg/kg i.p.) (n = 9); EENO (150 mg/kg i.p.) + Phenobarbital (10 mg/kg
i.p.) (n =9); EENO (150 mg/kg i.p.) + Diazepam (10 mg/kg i.p.) (n = 9); EENO (150 mg/kg
i.p.) + Phenytoin (10 mg/kg i.p.) (n = 9).

Animals were anesthetized by ketamine (50 mg/kg i.p.) and xylazine (10 mg/kg
i.p.). After abolishment of their corneal reflex, the animals were positioned in a stereotaxic

apparatus. After surgical procedures to expose the skull, two bilateral holes were drilled in
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the rat skull with a dental drill. Stainless steel electrodes (tip exposure 1.0 mm diameter)
were placed on the duramater above the frontal cortex at coordinates of bregma — 0.96 mm
and + 1.0 mm lateral (Paxinos & Watson, 2005). A screw was fixed in the occipital skull
region, and the electrodes were fixed with dental acrylic cement using the screw as a base
and ground for the electrodes.

2.5.2 - ELECTROENCEPHALOGRAPHIC RECORDS

After surgery, animals were kept in individual cages. Seven days after surgery, the
electrodes were connected to a digital data-acquisition system composed by a high
impedance amplifier (Grass Technologies, P511), an oscilloscope (Protek, 6510) and a board
for data acquisition and digitalization (National Instruments, Austin, TX). Data were
continuously sampled at 1kHz at a low pass of 0.3 kHz and a high pass of 0.3 Hz.

The recordings followed a standard protocol: 10 min of accommodation in
carefully immobilized animal to avoid records interference. We recorded control
electroencephalographic activity for 5 min which was used as a control in EEG analyses.
Thereafter, EENO (150 mg/kg i.p.) was administered, and electrocorticographic activity was
further recorded for 3000 seconds. For the evaluation of the seizure control by
anticonvulsants, animals were treated at the same time with EENO and anticonvulsants to
verify its effectiveness in phase - 1l.

For the analysis of acquired signals, a tool was built using the Python
programming language version 2.7. The Numpy and Scipy libraries were used for
mathematical processing and the Matplolib library for graphics. The graphical interface was
developed using the PyQt4 library.

2.5.3.ELECTROMYOGRAPHIC RECORDS

To demonstrate muscle activity after EENO application, conjugated electrodes were
implanted in the Masseter muscle. The record was amplified 2000X the data were processed

similar the electroencephalogram.

2.6 - STATISTICAL ANALYSIS.

The values of the results were described as mean and standard deviation. Potency
comparisons were performed using ANOVA and Tukey test using GraphPadPrism ®
software. Values of p <0.05 were considered statistically significant.
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3-RESULTS

The identification of oleandrin showed the maximum wavelength absorbance of
271 nm and retention time of 6.963 min. Similar results were referred by detection of
residues of cardenolides of Nerium oleander in autopsy samples and by determination of
oleandrin levels by HLPC-DAD (Praveen et al., 2012, Nadji et al., 2017) (Figure 1).

The analysis of the poisoning condition caused by the Ethanoic Extract of Nerium
oleander (EENO) was characterized by the occurrence of two stages into the behavioral
table (Table 2). In the first phase, the animals presented classic symptomatology related to
depression of CNS, as immobility and muscle relaxation without loss of postural reflex
followed by muscle relaxation followed by loss of postural reflex — That phase had a latency
mean average of 5.23 £ 1.89 minutes. In the second phase, it was noticed the flagged tail;
tachypnea; head and neck shivers; vibrissae erection; salivation; tonic seizure; tonic—clonic
seizure; Head, neck and anterior limb shivers interspersed by tonic-clonic seizures. This
stage had a latency mean average of 15.75 = 2.59 minutes. Both behavioral stages were
proven by masseter muscle electromyogram (FIGURE 2) and electrocorticographic record
of basal group and treated (FIGURE 3 and 4).

TABLE 2. Behavioral characterization of the induced condition after the application of the ethanolic extract of

Nerium oleander and latency for the occurrence of the behaviors. Observation performed in 120 minutes (n =
9).

Phase Behavior Latency (Minutes)
1.Imobility 5.24 +1.89
Phase —I
(Depression of 2.Relaxation without loss of posture reflex. 10.46 +2.52
CNS)
3.Muscle relaxation with loss of posture reflex. 12.07 + 3.38
1.Flagged Tail 15.75 + 2.59
2.Tachypneia 17.43 + 2.22
3.Head and neck shudder, vibrissae erection and 19.90 £2.76
Phase —I| salivation.
(Excitability of 4.Tonic Seizure 23.66 + 5.54
CNS)
5.Tonic—clonic seizure 25.37 +£6.02
6.Anterior limb shudder interspersed by tonic- 29.37 +4.84

clonic seizures.
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The electromyographic records of masseter muscle has shown repetitive conditions
of muscular contraction compatible with seizures. The first 400 seconds didn’t show
amplitude changes, it had being recorded only one continuous line without fluctuations
(FIGURE 2A) and energy distribution lower than 10Hz (FIGURE 2B) indicating lack of
muscular activity (muscle relaxation) Phase -I. From this moment, it is recorded a large
variation on the amplitude records (FIGURE 2A) and energy distribution ranging from 1 to

50 Hz (FIGURE 2B) showing an increase on the muscular contraction (phase -II).

Figure 2. Demonstration of the electromyogram obtained from the masseter muscle. Observe the pattern of
muscular contraction suggestive of seizure (A); Energy distribution spectrogram during muscle contraction
recording (B). (n =9)
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Figure 3. Electrocorticographic tracing of an animal in the basal state (A); Electrocorticogram of animals after
the application of EENO Phase - | (B), characteristic of the tracing of the animal in seizure (Phase - 11) (C).
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The behavioral feature can be elucidated from analysis of the electrocorticographic
tracing. The animal at the control roamed normally, presenting a tracing that reveals a
spectrogram that has a larger concentration of energy lower than 10Hz (FIGURE 3A).
During the phase I, which occurs right after the application of EENO it is observed muscle
relaxation in the behavior. Howerer when it is analyzed in the eletrocorticographic (ECoG) it
can be observed a smaller irregularity in the tracing and a smooth reduction of the energy
level compared to the control spectrogram. Thus the largest energy keeps lower than 10Hz —
similar to the control ECoG (FIGURE 3). The Phase -1l begins with a bigger distribution of
frequency energy as revealed in the spectrogram — due to a cerebral excitability, which
contrast with the phase -1 (FIGURE 3C).
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Figure 4 Electrocorticographic record obtained after the application of EENO verified two phases (A);
Spectrogram demonstrating the difference between the distribution of forces between 1 and 50 Hz for phase
I and Il (B); power amplitude medium distributed to each frequency phase I, Il and basal register (C);
Graph showing the amplitude in linear scale in frequency of 1 to 50 Hz (D). (n = 9)
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According to behavioral analysis observed after the injection of the EENO, it was
established two distinct phases into the central nervous system (CNS) that can be proven
from the EcoG analysis (FIGURE 4). In the spectrogram it can be noticed a higher
concentration of frequencies lower than 10Hz in the phase - I, followed by a higher
distribution of energy in the phase - 1, pointing that a higher brain activity, compatible with
a seizure condition (FIGURE 4A and 4B). The amplitude graph described in a logarithmic
scale (FIGURE 4C), showed that there was no statistical difference between the amplitude
mean average obtained in the phase | and the record of control. The phase Il showed that
during the condition of increased cerebral excitability the level of amplitude increased more
in comparison to the control and phase - Il. The evaluation of the linear scale of amplitude in
frequency values until 50Hz obtained in the control with an amplitude average of 0.453+
0.0807 mv?/Hz x10° was not statistically relevant when compared to the potency mean
average in the phase - | (0.293 +0.0381 mv¥/Hz x107%). In the phase -1 the amplitude mean
average was 3.406 + 0.9947 mv?/Hz x10°3, showing significantly difference in comparison
to the control and phase - | (FIGURE 4D).
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Figure 5. Electroencephalographic record obtained in phase -Il after drug application in the attempt of
controlling phase -11. Demonstration of the tracing pattern found for scopolamine (SCP) (A), phenobarbital
(PBT) (B), Diazepam (BDZ) (C) and phenytoin (PHT) (D). Graph showing the activity in the control of
seizures observed in phase - Il (E).
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In order to control the seizure condition observed in the stage I, it was used
drugs as scopolamine (10mg/kg); phenobarbital (10mg/kg), Diazepam (10 mg/kg) and
phenytoin (10mg/kg). The record of the control display an amplitude mean average of
0.453 = 0.08 mV2/Hz x 10-3 in the phase - Il the seizure condition triggered an
amplitude increase of de 3.406 + 0.994 mVV2/Hz x 10-3. After the use of scopolamine
(SCP), all the animals presented an medium average of de 2.99 + 1.023 mV2/Hz x 10-
3, which did not represent an statistical difference in comparison with the seizure
condition caused by EENO. For the manage of the seizure, more efficient results were
obtained using phenobarbital (PBT) (amplitude mean 1.705 + 0.53 mV2/Hz x 10-3),
diazepam (BDZ) (amplitude mean 0.974 £ 0.122 mV2/Hz x 10-3) and phenytoin
(amplitude mean 2.33 + 0.636 mV2/Hz x 10-3). From all these medicines, the most

efficient for the proper control of the seizures was diazepam (FIGURE 5).

6 - DISCUSSION

6.1 - BEHAVIORAL ALTERATIONS .
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Nagarjun et al., 2003, affirm the Ethanoic Extract of Nerium oleander promotes
alterations in the GABA neurotransmission system due to increase of this neurotransmitter
levels in the CNS. This mechanism induces the reduction of motor activity via CNS
depression — what confers sedative and hypnotic activity to this extract, changing rats’
behavior (Zia et al., 1995) (Leewanich et al., 1996). Behavioral patterns of nervous system
depression demonstrated by phase -1 of this study, presenting initial myorelaxation, which
corroborates with increased activity of GABAergic neurotransmission. However, increased
excitability was observed leading the animals to the convulsions that characterized phase -II.
The phases were proven from the analysis of electroencephalographic and
electromyographic records and for the first time described.

Poisoning by N. oleander were observed excitability cited in several articles
Langford and Boor (1996) found sialorrhea and muscle tremors in humans. Aslani et al.
(2004) observed vocalisation, seizures and muscle tremors in sheep. There were muscle
tremors, rigid walking, pedaling and death in dogs ( Pedroso et al., 2006; Soto-Blanco et al.,
2006; Aslani et al. 2006).

Pedroso et al. (2009) performed an experiment with N. oleander in cattle. Twenty-
nine minutes after ingestion, the animals presented sialorrhea, followed by frequent
urination, teeth grinding and generalized muscle tremors, there was difficulty in locomotion,
regurgitation of ruminal contents, abrupt fall of the animal to the ground, lateral decubitus,
pedal movements, Intense tachycardia, mooing and death.

Behavioral data show that changes in symptoms of intoxication, repeated in several
species, components such as muscle tremors and convulsions indicate excitability of the
CNS, corroborating with phase Il. In the present study, the Electromyogram demonstrated
muscle contraction compatible with a long-term convulsive condition, according to
electrocorticographic analysis

The observation of electrical signals in the nervous system is described as a
marker of nerve impulse. The electroencephalogram has been widely used in the diagnosis
and follow up of neurological pathologies. Thus, to prove the convulsive effects of the
EENO in the CNS, the EEG was made that demonstrated the phases of depression and
increased excitability observed in the behavior.

The basis for the mechanism of action for intoxication of the oleander cardenolides
is similar to the for intoxicationat of the classic digitalis glycosides, i.e. inhibition of

plasmalemma Na'/K* ATPase. Na'/K*-ATPase activity significantly decreased after PTZ-
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induced seizures (60 mg/kg). A significant positive correlation between Na®/K'-ATPase
activity and latency to myoclonic jerks and generalized seizures was found (Langford &
Boor, 1996; Marquean, et al. 2013).

The triggering of seizures observed during the intoxication that characterizes phase
Il is related to Na + / K + ATPase inhibitory activity. The compounds contained in the
extract have characteristics that allow passage through the blood-brain barrier. In the CNS it
initially causes decreased motor activity (myorelaxation) and subsequently excitability.

Hypothesized that this molecular mechanism could play a role in removing K*
released in the extracellular space during neuronal firing. These results have therefore been
investigated in acute and chronic epileptogenic lesions of cats with freeze lesion. It was
demonstrated that within the primary and the secondary or 'mirror' focus the K* activation of
the glial Na'/K*-ATPase dramatically decreased compared to both control animals and the
perifocal non epileptogenic area. Similar results were observed in man when using
specimens of anterolateral temporal neocortex obtained during temporal lobectomies in
patients with intractable temporal lobe epilepsy, compared with postmortem human
specimens or control brain tissues (Guillaume, 1988; Grisar, et al. 1992).

Thus, patients with low convulsive threshold may be more susceptible to seizures
caused by Nerium oleander intoxication. The seizures are long-lasting and have tonic-clonic
characteristics of dificio control, since different anticonvulsants were used, diazepam
controlled convulsions. In a model epilepticus provoked by pilocarpine, the use of
scopolamine reduced convulsion, but in Nerium oleander intoxication, it had no effect on
seizure control.

Brain Na® /K'-ATPase activity contributes to the maintenance of the
electrochemical gradients underlying neuronal resting and action potentials as well as the
uptake and release of neurotransmitters. Accordingly, a decrease of Na'/ K'-ATPase
increases neuronal excitability and may predispose to appearing of seizure activity (Funck et
al. 2015).

Cardenolides are naturally occurring plant toxins which act primarily on the heart.
Death occurs from ventricular fibrillation or tachycardia. A wide range of treatments have
been used, the more common including activated charcoal, atropine, [-adrenoceptor
agonists, temporary pacing, anti-digoxin Fab and magnesium, and more novel agents
include fructose-1,6-diphosphate (clinical trial in progress) and anticalin. However, even in

the case of those treatments that have been in use for decades, there is debate regarding their
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efficacy, the indications and dosage that optimizes outcomes. This contributes to variability
in use across the world (Roberts & Bruckey, 2006; Roberts, et al. 2016).

Seizures are present during the course of intoxication by Neriun oleander, but no
anticonvulsive drugs have been used. In our experiment the most effective drug for the
control of convulsions was diazepam (FIGURE 5). Inclusion in the treatment protocol of

anticonvulsants when they are detected when the excitability manifests.

7 - CONCLUSION

The behavioral stages demonstrate two patterns characterized by depression followed
by excitation of the nervous system, this promotes a great opportunity to the study and
development of new therapeutic proposals to control intoxication. The importance in
patients with low epileptic threshold, where the excitability may become worse.
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ANEXO A — FOLHA DE APROVACAO DO COMITE DE ETICA

¢ comité de ética em pesquisa
@] epa-e com animais de experimentacao =%

PARECER-11/15

Projeto:
CARACTERIZAGAO i HEMATILOGICA, COMPORTAMENTAL E
ELETROCORTICOGRAFICA DAS CONVULSOES INDUZIDAS PELA APLICAGAO
DO EXTRATO ETANOLICO DE NERIUM OLEANDER EM RATOS WISTAR
ADULTOS.
Coordenador: Prof. Dr Moises Hamoy
Area Temaitica: Ciéncias Biologica
Area: - Neurofisiologia
Farmacologia

Vigéncia: 01/04/2015 a 01/03/2017.

O projeto acima identificado foi avaliado pelo Comité de Etica Em Pesquisa Com
Animais de Experimentagio da Universidade Federal do Parda (CEPAE). O tema eleito
para a investigagdo e de alto teor cientifico justificando a utiliza¢do do (s) modelo (s)
animal proposto (s). Os procedimentos experimentais utilizados seguem as normas
locais e internacionais para o tratamento e manipulagdo de animais de experimentagéo.
Portanto, o CEPAE, através de seu presidente, no uso das atribui¢des delegadas pela
portaria NO 0276/2015 do Reitor da Universidade Federal do Par4, resolve APROVAR
a utilizagfio de animais de experimentagio que correspondem a 57 Ratos Wistars

nas atividades do projeto em questéio, no periodo de vigéncia estabelecido.

Belém, 20 de maio-de-2015

Professor Dr. Moisés Hamoy
Presidente do CEPAE-UFPA
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ANEXO B — LAUDO DE IDENTIFICAGCAO BOTANICA

Em@a

Amazénia Oriental

ABORATORIO DE BOTANICA-HERBARIO
LAUDO DE IDENTIFICAGAO BOTANICA

1) Dados do Solicitante .0
Pessoa Fisica ou Juridica: BRUNA SILVA DE MELO - UFPA 5 R L

CPF ou CNPJ: [C.I. ou Inscrigdo Estadual: AR
Endereco: Rua JoZo Balbi Sl
Bairro: Nazaré CEP: Cidade: Belém [UF:PA |
Tel: 982374945 FAX: E-mail:

2) Dados do Material para Analise — N° do NID: 50/2018 (controle do Laboratoério)

Local de Origem: Belém (planta de jardim) ] Quantidade de Amostras: 01

Tipo de Amostra: ( X ) Fértil ( ) Estéril

Nome do Coletor: BRUNA SILVA DE MELO

Data de Entrada no Laboratério: 25.05.2018 Analisado por: Miguel e Ednaldo

Destino e/ou Utilizacdo do Laudo: TCC Supervisionado por: Silvane Tavares

3) Processo utilizado para Identificagao:
Comparagao com exsicatas do acervo do herbario IAN.

Classificagao dos géneros em familia segundo APG IlI.
Lista de espécie da Flora do Brasil.

RESULTADO DAS ANALISES
Cod. Nome Comum Nome Cientifico Familia
Col. 01 (TAN: 197195) Nerium oleander L. Apocynaceae

Obs: Prazo de permanéncia do material no laboratério: 60 dias; a partir dessa data, o
material ficara a critério do laboratério.

Laudo digitado em: 03.07.2018
Supervisionado em: 0% 0720 il
Recebido em:

P/Orlando o !
58l

Silvane Tavares Rédrigues
Pesquisadora da Embrapa Amazénia Oriental

Ministério da Empresa Brasileira de Trav. Dr. Enéas Pinheiro, s/n

Telefax (091) 3276-8945
Agricultura e do Pesquisa Agropecuaria Bairro do Marco Fone: 32041143/32041141
Abastecimento CEP: 66.095-100 - Belém-Pa regina@cpatu.embrapa.br



