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RESUMO

ACAO DO TRANS-ANETOL EM MODELOS AGUDO E CRONICO DE CONVULSAO EM CAMUNDONGOS
GUEDES, E. C.

Programa de Pés-Graduagao em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos,

Disserta¢éo, CCS/UFPB (2020)
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A epilepsia é um distarbio neurolégico, crébnico comum que afeta 1-2% da populacdo
mundial, e um terco dos pacientes séo refratarios ao tratamento farmacolégico. Esse fato
vem estimulando pesquisas para novos medicamentos antiepilépticos com maior seguranca
e eficacia do que os atualmente disponiveis. Nesse sentido, os produtos naturais tém sido
uma fonte importante no desenvolvimento de novos medicamentos anticonvulsivantes. O
trans-anetol (TAN) é um fenilpropanoide, componente de alguns Gleos essenciais, utilizado
na industria de cosméticos e alimenticia, como aromatizante em alimentos, bebidas e
perfumes. InlUmeros Gleos essenciais ja demonstraram atividade no sistema nervoso central,
inclusive a anticonvulsivante. Diante disso, este trabalho objetivou investigar o efeito do TAN
em modelos classicos de convulsdo agudo como eletrochoque maximo (ECM) e teste das
convulsdes induzido pelo pentilenotetrazol (PTZ) e em modelo crénico como o kindling, bem
como avaliar o perfil eletroencefalografico dos animais sob influéncia dessa substancia.
Camundongos Swiss (Mus musculus) machos, foram utilizados e o0s protocolos
experimentais aprovados pela Comissdo de FEtica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal da Paraiba, sob nimero de certiddo 3890250918. No teste do ECM,
0 TAN nas doses de 300 e 400 mg/kg (i.p.) foi capaz de reduzir a duragéo das convulsbes
tonicas induzidas pela descarga elétrica (0,5 mA, 150 pulsos/s, por 0,5 s). No teste das
convulsdes induzidas pelo PTZ (75 mg/kg, i.p.), o TAN 400mg/kg (i.p.) foi capaz de
aumentar a laténcia para o primeiro espasmo, a laténcia para o inicio das convuls6es
generalizadas, bem como diminuiu a duragdo das mesmas. Em relacdo a mortalidade nesse
teste, nenhuma morte foi constatada nos grupos pré-tratados com TAN 400 mg/kg quando
comparados ao grupo veiculo. Na analise eletroencefalografica, houve uma diminuicdo na
amplitude das ondas dos grupos TAN 200, 300 e 400 mg/kg, em que se pode notar uma
reducdo da frequéncia da taxa de disparos dos potenciais de acao induzidos pelo PTZ. No
modelo crénico de epilepsia, kindling ou abrasamento, o TAN 100 mg/kg reduziu os escores
segundo a escala de Racine adaptada, frente aos estimulos subconvulsivantes de PTZ (30
mg/kg, i.p.) durante 31 dias alternados, mantendo os escores abaixo de 1 durante o todo
experimento, semelhante ao grupo padrao tratado com o farmaco diazepam. Sendo assim,
os dados comportamentais e eletroencefalograficos obtidos indicam um efeito
anticonvulsivante e antiepileptogénico do TAN nos modelos agudo e cronico desenvolvidos.

Palavras-chave: trans-Anetol, Anticonvulsivante, Fenilpropanoide,



ABSTRACT

EFFECT OF TRANS-ANETHOLE IN ACUTE AND CHRONIC CONVULSION MODELS IN MICE
GUEDES, E. C.

Programa de Pds-Graduagao em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos,

Disserta¢do, CCS/UFPB (2020)

Epilepsy is a common chronic neurological disorder that affects 1-2% of the world population,
and one third of patients are refractory to pharmacological treatment. This fact has stimulated
research for new antiepileptic drugs with higher safety and efficacy than those currently
available. In this sense, natural products have been an important source in the development
of new anticonvulsant drugs. trans-Anethole (TAN) is a phenylpropanoid, component of
some essential oils, used in cosmetic and food industry, as a flavoring in food, drink and
perfumes. Numerous essential oils have already shown activity in the central nervous
system, including anticonvulsant. Therefore, this study aimed to investigate the effect of TAN
in classic seizure models such as maximal electroshock (MES), pentylenetetrazole (PTZ)-
induced seizure test, kindling and evaluate the electroencephalographic profile of animals
treated with this substance. Swiss male mice (Mus musculus) were used and all
experimental protocols were approved by the Animal Ethics Commission (CEUA) of the
Federal University of Paraiba (certificate number 3890250918). In the MES test, TAN 300
and 400 mg/kg (i.p.) doses was able to decrease tonic seizures duration induced by electric
discharge (0.5mA, 150 pulses/s, for 0.5 s). In the PTZ-induced seizure test (75 mg/kg, i.p.),
TAN 400 mg/kg (i.p.) increased the latency for the first spasm, the latency for generalized
seizures, and decrease seizure duration. Regarding mortality, in this test, no deaths were
found in pre-treated groups with TAN 400 mg/kg, compared to vehicle.
Electroencephalographic analysis showed an amplitude decrease of the waves in TAN 200,
300 and 400 mg/kg groups. In addition, a frequency decrease of the firing rate of action
potentials PTZ-induced, was observed. In chronic epilepsy model, kindling or abrasion
model, TAN 100 mg/kg reduced the scores according to an adapted Racine scale against
subconvusive PTZ stimulus (30 mg / kg, i.p.) during 31 alternate days. The score was kept
below 1 during the whole experiment, as a similar data obtained from standard group,
diazepam. Therefore, the behavioral and electroencephalographic data results indicate an
anticonvulsant and antiepileptogenic effect of TAN in acute and chronic models developed.

Keywords: trans-Anethole, Anticonvulsant, Phenylpropanoid, Maximal Electroshock, PTZ.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Esquema expandido da classificacdo operacional basica da ILAE

2017 para 0s tipos de Crises ePiléptiCas. ........uuut cvieriiie i 20
Figura 2 — Esquema para a classificacdo das epilepsias.......ccccccceeeviiiicivinneennnn. 21
Figura 3 — Estrutura quimica do TAN .....coviei i 37
Figura 4 — Desenho experimental do teste do PTZ acompanhado por

eletroeNCEefalOgramM@L. . .....cooviiii e 46
Figura 5 — Desenho experimental do modelo do kindling..........cccccceovviiiiinennnn.n. a7
Figura 6 — Efeito do TAN no teste do eletrochoque mMaximo.............cccccccvvveeeeenn. 49

Figura 7 — Efeito do TAN no teste agudo das convulsdes induzidas por PTZ...... 51
Figura 8 — Efeito do TAN na amplitude do registro eletroencefalografico nas
convulsdes iINAUZIAAS PEIO PTZ ...t 53
Figura 9 — Efeito do TAN amplitude e os graficos representativos do registro
eletroencefalogréafico nas convulsdes induzidas pelo PTZ........ccccocevieeiiieennnen. 54
Figura 10 — Efeito do TAN no modelo do Kindling.........cccoccceveeiiiiiiiiiniiec e, 56



LISTA DE QUADROS

Quadro 1 — Principais modelos experimentais para avaliacdo de potenciais

anticonvulsivantes em camundongos €/0U Fat0S. ..........ccuvreeeiiirrieeeniiiieeeeeieeeee e 31



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Efeito do trans-anetol no percentual de mortalidade no teste das

convulsdes induzidas pelo PTZ em camundONngOS.........c.uveeeiiiiirieenniiieeeeeeniieeeeens



LISTA DE ABREVIACOES, SIGLAS E SIMBOLOS

°C Graus Celsius

® Marca registrada

AMPA Alfa-amino-3-hidroxi-metil-5-4-isoxazolpropiénico
ANOVA Analise de variancia

CEUA Comisséo de Etica no Uso de Animais

DLso Dose letal mediana

DPz Diazepam

ECM Eletrochoque maximo

EEG Eletroencefalograma

FDA Food and Drug Administration

GABA Acido Gama-aminobutirico

GABAA Receptor Tipo A do GABA

ILAE International League Against Epilepsy

i.p. Intraperitonial

IPeFarM Instituto de Pesquisa em Farmacos e Medicamentos
mg/kg Miligramas por kilograma

min. Minutos

NMDA N-metil D-Aspartato

OMS Organizacéo Mundial da Saude

PTZ Pentilenotetrazol

TAN trans-Anetol

Tween 80 Polioxetileno Sorbitano Monoleato (Polissorbato)
UFPB Universidade Federal da Paraiba

OBS: as abreviaturas e o0s simbolos utilizados neste trabalho e que ndo constam
nesta relacdo, encontram-se descritas no texto ou séo convencgdes adotadas

universalmente.



SUMARIO

1. INTRODUGAO ... ..ottt sttt sttt sttt s ettt s nesee e an s 15
2. FUNDAMENTAGAO TEORICA... ..ooovoeeeeeeeeeeeeee e 18
P R o] (=T oL = PSP PP PP PPN 18
2.2 Classificactes das epilepSIas.......cccccurriiiieee i 19
PRGN =t o] T (=0 0T ] (o T |- U PR 22
P S o] o =1 (0] (0o [ = USSP 23
2.5 FArmacos antiCONVUISIVANTES .........oceiiiiiiie e csee et e e 26

2.6 Modelos experimentais para avaliagdo de novas substancias

ANTICONVUISIVANTES. ....eviiiiiiiiiie ettt e e e s b e e e e s bb e e e e enraeeeeeaas 30

2.6.1 Modelo por process0 fiSICO......uuruiiiiieeeiiiiiiee e 31

2.6.1.1 Eletrochoque MAaximo (ECM) ......ccocuiiiiieiiiiienee e 31

2.6.2 Modelo por estimulagao qUIMICA..........coerueieiiiieiiiie e 32

2.6.2.1 Pentilenotetrazol (PTZ)......cccoueieiee et 32

2.6.2. 2 KiNAIING.eiiiiiiiiiiiee e e e e e e e e e e e e e 33
2.7 OlE0OS ESSENCIAUS .....vc.veveveeeeeeeeee e eteee et e et et e et et e eee s eee e aae et e e stess et e esaseseeaeanes 34
P2 S =T ES T AN g = o | R 36
I @2 N 1 AV @ S SRR 39
T @] o =111V o I o =T - SRR 39
3.2 ODbjetiVOS ESPECITICOS ...eeiiiiieiiiee ettt 39
Y Y I 1 41
o N 1] = 1 PP PPPPRPR 41
4.2 CondiGOES EXPEIMENTAIS. ... ..uuviiiiiiieeeiiiiiiiii e e e e e e e e e e e e e e e e e annnes 41
4.3 REAGENIES ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e a e e e e e e e 41
4.4 EQUIPAIMENTOS .....eviiieeiiitiee ettt ee e e ettt e e e s sttt e e e s sbe e e e e esbb e e e e e aabbe e e e s anbaeeeeennbneeeeens 42
5. METODOS ..ottt sttt 44
5.1 Teste das convulsdes induzidas pelo eletrochoque MAaximo ...............cccuueeee. 44

5.2 Teste agudo das convulsdes induzidas pelo pentilenotetrazol e

Eletroencefalografia (EEG) ........ccouiiiiiiiiiiiiiiie e 44
5.3 MOdelo dO KINAIING ceeeeeiiiiieeeeee e 46
5.4 ANAIISE EStALISHICA ....cccvvveeee ettt 47



6. RESULTADOS ... ittt e e ettt e e e e e e e e e e aaaaa e e eeeeaeeenns 49
6.1 Teste das convulsdes induzidas pelo eletrochoque MAaximo .............ccceevueeene 49
6.2 Teste agudo das convulsfes induzidas pelo pentilenotetrazol........................ 50

6.3 Avaliacdo eletroencefalografica do teste das convulsdes induzidas pelo

PENLIENOTELIAZON ......eeiieeeiie e 52
6.4 Modelo do KINAIING ......oeiiiiiiiiee e 55
7. DISCUSSAOD ...ttt ettt ettt as st ens et e st tenn s tenssaeseaens 58
8. CONCLUSODES ..ottt ee sttt en st n st s st n st n st e saere e, 69
REFERENCIAS. ...ttt ettt ettt ss et as st se et en s 71
ANEXOS ...ttt ettt ettt ettt ettt n ettt ettt 96

ANEXO A - Certiddo de aprovacio do projeto junto & Comisséo de Etica no

USO T ANIMIAUS. ..ottt e e e 96






15
GUEDES, E. C. Introducdo

1. INTRODUCAO

A epilepsia € um distarbio neurolégico cronico (RODENBURG, 2011)
caracterizado por crises recorrentes espontaneas, através de sinais transitorios de
uma atividade cerebral anormal, excessiva ou sincrona (FALCO-WALTER,;
SCHEFFER; FISHER, 2018; LOWENSTEIN, 2015).

Aproximadamente 70 milhfes de pessoas em todo o mundo possuem
epilepsia, tornando-a uma das doencas neurologicas globais mais comuns (OMS,
2019; NGUGI et al., 2010). Essa condicdo clinica possui mais de 15 tipos de
convulsbes, 30 sindromes epilépticas e esta associada a casos de depressao,
ansiedade e morbidade somética e psicossocial (BERG et al., 2010; LOSCHER et
al., 2013; RAO; LOWENSTEIN, 2015).

As drogas utilizadas na clinica atual para o tratamento da epilepsia possuem
muitos efeitos adversos e geralmente nao atuam na epileptogénese
(GALANOPOULOU et al.,, 2012). Apesar do acesso a um grande arsenal
farmacol6gico, muitos pacientes ainda apresentam convulsdes (BERG, 2004) e
guase 30% deles séo resistentes a terapia medicamentosa, sem resposta adequada
ao tratamento (KWAN; BRODIE, 2006; RODENBURG, 2011). Além disso, as drogas
antiepilépticas ndo protegem o cérebro da morte neuronal aguda ocasionada
durante e ap0s o status epiléptico pela elevacao de ions intracelulares (FUJIKAWA
et al., 2000). Esses altos niveis de ions intracelulares, como o calcio, podem induzir
a formacado de espécies reativas de oxigénio, que quando em excesso no cérebro,
geram danos a biomoléculas (DNA, lipidios, proteinas), que comprometem o
funcionamento dos neurénios levando a neurodegeneracédo (SHIN, et al.,2011).

Diante deste cenéario € importante buscar novas alternativas de tratamento
para preencher as lacunas existentes na farmacoterapia da epilepsia e seus
sintomas. Os produtos naturais demonstraram cientificamente um papel
interessante, visto que algumas plantas medicinais utilizadas no tratamento da
epilepsia, de forma popular, apresentaram atividade anticonvulsivante promissora
em modelos animais (WANNANG et al., 2008; QUINTANS-JUNIOR, et al., 2002). No
meio das diversas espécies vegetais, as “plantas aromaticas” despertaram interesse
por suas acdes farmacoldgicas e fisiologicas, com diversas propriedades no sistema
nervoso central (SNC), incluindo acédo antiepiléptica (ALMEIDA et al., 2011). Essas

atividades normalmente tém sido atribuidas aos Oleos essenciais das plantas em
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qgue o TAN pode ser obtido e/ou seus constituintes quimicos (FATURI et al., 2010;
ALMEIDA et al., 2011). Os Oleos essenciais sao a fragrancia da planta, e séo
compostos por misturas quimicas envolvendo diferentes tipos de moléculas. Esses
constituintes quimicos séo divididos em terpenos e fenilpropanoides (CRAVEIRO et
al., 1981).

O anetol [1-metoxi-4- (1-propenil) benzeno] € um fenilpropanoide obtido
principalmente a partir do Oleo essencial de lllicium verum (anis estrelado),
Pimpinella anisum (anis) e Foeniculum vulgare (anis doce) como composto
majoritario (YANG et al., 2010; SOARES et al., 2007). E usado em indlstria de
alimento e cosméticos, e possui certificacdo de seguranca emitida pela Food and
Drug Administration dos Estados Unidos (FDA-US) (PONTE et al., 2012).

Foi demonstrado também que o isémero trans-anetol inibe a producdo ou
liberacdo de citocinas, prostaglandinas e 6xido nitrico (CHAINY et al., 2000; RITTER
et al., 2013), e possui atividade antidepressiva (dados ndo publicados). Além disso,
parece ser responsavel pela maioria das propriedades atribuidas aos Oleos
essenciais das plantas de onde é extraido, com atividade antimicrobiana e antiviral
(ASTANI; REICHLING; SCHNITZLER, 2011; KWIATKOWSKI et. al, 2019),
antioxidante (FREIRE et al., 2005), anticarcinogénica (AL-HARBI et al., 1995; CHOO
et al., 2011), anti-inflamatoria (CHAINY et al., 2000; DOMICIANO et al., 2013) e anti-
nociceptiva (RITTER et al., 2013).

Tendo em vista suas varias atividades comprovadas, o presente estudo
investigou os efeitos do trans-anetol em modelos animais de convulsdo e

epileptogénese em camundongos.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1EPILEPSIA

A epilepsia € reconhecida como uma das mais antigas doengas no mundo
segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS, 2019). Porém sabe-se que as
primeiras referéncias sobre eventos convulsivos surgiram por volta do ano 2000 a.C.
na antiga Babilbnia, em um texto acadico que continha a descricdo de uma
convulsdo, que atribuia a epilepsia um carater magico e sagrado, pois acreditava-se
que ela era a manifestacdo de espiritos do mal ou a expressdao do
descontentamento divino (CHAUDHARY; DUNCAN; LEMIEUX, 2011).

Hipocrates, em meados de de 400 a.C. afirmou que a causa da epilepsia
estava no cérebro e ndo em espiritos malignos, desfazendo a antiga ideia. J& na
Idade Média, a epilepsia foi relacionada a doenca mental e tida como doenca
contagiante (CHAUDHARY; DUNCAN; LEMIEUX, 2011).

Ao longo dos anos os conceitos e terminologias das epilepsias vém passando
por muitas mudancas, mas atualmente a epilepsia é definida como uma doenca
neurolégica crbnica, caracterizada por dois ou mais episédios de convulsées
recorrentes espontaneas (OMS, 2019), decorrente de uma atividade neuronal
excessiva e anormal de uma regido especifica do cérebro. Esses eventos podem
levar a diminui¢do do nivel de consciéncia e outros sintomas sensoriais ou motores
no paciente (FALCO-WALTER; SCHEFFER; FISHER, 2018; FISHER et al. 2014,
LOWENSTEIN, 2015). As causas da epilepsia incluem todos os tipos de mutacdes
genéticas em canais idnicos, desenvolvimento cortical alterado e alteracdes
especificas na expressado génica, por exemplo (KAAS et. al, 2016; LIN et.al, 2010;
UEDA et.al, 2007; TANG et.al 2016). As manifestacdes clinicas geradas por esse
distarbio sdo causadas pelo disparo intenso, sincronizado e ritmico, de populagfes
neuronais no SNC, com tendéncia a se repetir ao longo da vida (GUERREIRO,
1993; Da COSTA et al., 1998; MELDRUM,1999).

A epilepsia em sua fase aguda caracteriza-se como crise epiléptica (COSTA
et al., 1992), definida como a disfuncéo neurolégica capaz de gerar disturbios de
cognicdo, consciéncia, movimentos involuntarios, manifestagbes psiquicas,
sensoriais, autondmicas e de comportamento, podendo envolver diferentes areas
cerebrais (CHAUDHARY; DUNCA; LEMIEUX, 2011). A natureza da crise pode ser
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apontada de acordo com a duracdo do evento e localizagédo cerebral do mesmo.
(RAO; LOWENSTEIN, 2015; STEFAN et. al, 2009). O evento mais dramatico da
maioria dos quadros de epilepsia € a convulsédo, estando associada a atividade
hipersincronica e repetitiva de grupos neuronais do cortex cerebral e estruturas
hipocampais (AVANZINI; FRANCESCHETTI, 2003). Os episddios convulsivos séo
resultado de descargas elétricas neuronais excessivas e parecem estar associados
a uma via complexa de neurotransmissores envolvendo sistemas glutamatérgico,
colinérgico e GABAérgico (SANDER; SHORVON, 1996).

Sendo assim, a principal diferenca entre epilepsia e crise convulsiva é que
nas epilepsias as crises tendem a se repetir, ja a convulsdo, € um fenbmeno que
tende a se manifestar em eventos isolados (ALMEIDA, 2006). Aproximadamente
10% da populacdo mundial apresenta uma crise convulsiva durante a vida, o que
nao caracteriza a presenca da doenca (OMS, 2019).

Por se tratar de uma doenca complexa, a epilepsia vem atraindo muitos
estudos e avancos no que se refere ao seu diagndstico, como por exemplo, a
descoberta do eletroencefalograma (EEG), por Hans Berger em 1993. Essa
descoberta representa um marco significativo no conhecimento da fisiologia do
encéfalo humano e possibilitou um enorme volume de pesquisas de valor

inestimavel para o diagnostico e classificacdo das epilepsias (MOREIRA, 2004).

2.2. CLASSIFICACAO DAS EPILEPSIAS

Segundo a ILAE as crises epilépticas podem ser classificadas de muitas
formas, conforme etiologia, idade de inicio e topografia das descargas, por exemplo.
Para uma melhor padronizacédo e atualizacdo sobre a classificacédo, terminologia e
conceitos relacionados a epilepsias, essa comissao propde uma nova linguagem e
conceitos nos sistemas de classificagao (ILAE, 2017).

As crises tonicas sdo caracterizadas por uma contracdo muscular mantida por
segundos ou minutos. Enquanto que as crises clénicas consistem em eventos de
contracdo muscular seguidas de relaxamento, gerando abalos musculares
continuos. A mioclonia representa rapidas contragcdes musculares, de forma similar a
choques, enquanto que as crises atdnicas referem-se a diminuicdo da contracdo
muscular (ENGEL, 2001). A crise tonico-clénica compreende-se de duas fases, a

tbnica, em que ha perda de consciéncia, seguida de fase clénica de ambos os
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membros. O espasmo epiléptico apresenta-se como uma flexdo, uma extensédo ou

um movimento misto de flexdo-extensdo subitos dos musculos (ILAE, 2017).

Figura 1. Esquema expandido da classificacao operacional basica da ILAE 2017.

Esquema expandido
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Fonte: ILAE, 2017 (adaptada) ! Grau de percepcéo usualmente néo é especificado.

A figura 1 mostra as crises epilépticas categorizadas por tipo de inicio. Crises
de inicio focal sédo definidas como iniciadas em redes neurais limitadas a um
hemisfério, podendo evoluir para crises tdnico-clénicas bilaterais. Crises de inicio
generalizado sao definidas como crises iniciadas em algum local de uma rede
neuronal com rapido envolvimento de redes distribuidas bilateralmente (BERG et al.,
2010).

Essa nova classificagdo das epilepsias é disposta em varios niveis, designada
para atender a categorizacdo da epilepsia em ambientes clinicos diferentes e pode
ser observado na figura 2. O diagnostico deve ser realizado em trés niveis, tipo de
convulsao, tipo de epilepsia e sindrome epiléptica, bem como a etiologia da epilepsia
do individuo (ILAE, 2017).

O primeiro ponto de partida do quadro de classificacdo da epilepsia € o tipo
de crises epilépticas (FISHER et al.,, 2017). As convulsdes séo classificadas em
inicio focal, inicio generalizado e inicio desconhecido (figura 1). Em alguns

contextos, a classificacdo de acordo com o tipo de convulsdo pode ser o nivel
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méximo possivel para o diagndéstico, com acesso ao video do eletroencefalograma e
estudos de imagem.

Ja o segundo nivel esta relacionado ao tipo de epilepsia e pressupfde que o
paciente tem um diagndstico de epilepsia com base na definicdo de 2018 (FALCO-
WALTER; SCHEFFER; FISHER, 2018). Para um diagnéstico de epilepsia
generalizada, o paciente normalmente mostra atividade de um pico de onda
caracteristico de uma convulsédo generalizada no EEG. Os individuos podem ter uma
combinacao de tipos de convulsao, incluindo auséncia, mioclonica, atdnica, tbnica e
convulsdes tonico-clonicas (ILAE, 2017).

As epilepsias focais incluem transtornos unifocal e multifocal, envolvendo
convulsdes em um hemisfério. Podem ser vistos varios tipos de crises, incluindo
convulsBes focais conscientes, convulsbes focais com consciéncia diminuida,
convulsbes motoras focais, convulsées ndo motoras focais e convulsdes focais a
bilaterais tonico-clonicas (ILAE, 2017).

Figura 2. Esquema para a classificagéo das epilepsias.
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Fonte: ILAE, 2017 Adaptada * Classificagdo das convulsdes de acordo com seu

inicio.
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Um novo grupo de epilepsia generalizada e focal combinada existe, pois ha
pacientes que tém tanto convulsdes generalizada como focal. O EEG pode mostrar
ambos os picos de ondas de descargas generalizadas e focais. Exemplos comuns
nos quais ocorrem ambos os tipos de crises sdo a sindrome de Dravet e a sindrome
de Lennox-Gastaut (ILAE, 2017). J& o termo "desconhecido" € usado para denotar o
paciente que tem epilepsia, mas o clinico € incapaz de determinar se o tipo de
epilepsia é focal ou generalizado porque ndo ha informacédo disponivel suficiente
(ILAE, 2017).

O terceiro nivel caracteriza um diagnéstico de sindrome epiléptica. Uma
sindrome epiléptica refere-se ao conjunto de caracteristicas que incorporam tipos de
crises, EEG e caracteristicas de imagem que tendem a ocorrer conjuntamente.
Geralmente tem-se caracteristicas idade-dependente, como idade para inicio das
crises, remissdo, gatilhos convulsivos, variacdo diurna e, por vezes, prognostico
(ILAE, 1985; ILAE, 1989). Pode haver também comorbidades distintas, como
disfuncéo intelectual e psiquiatrica, juntamente com achados especificos em EEG e
estudos de imagem. Existem muitas sindromes bem reconhecidas, como a epilepsia
de auséncia na infancia, a sindrome de West e a sindrome de Dravet (BERG et al.,
2010).

2.3. EPIDEMIOLOGIA

De acordo com a OMS, a epilepsia € uma das mais sérias condicdes
neurolégicas, afetando mais de 70 milhdes de pessoas pelo mundo. E a terceira
doenca neurolégica mais comum, depois de acidente vascular cerebral e Alzheimer,
sendo considerada um problema de saude publica (HIRTZ et al., 2007; OMS, 2019;
NGUGI et al., 2010). Pacientes acometidos por esse disturbio apresentam
mortalidade 2 a 3 vezes maior que a populagao geral (MORIMOTO et al., 2004).
Além disso, estima-se que 1% da populacdo desenvolva epilepsia até completar os
vinte anos de idade (BERG et al., 2003), e que a epilepsia acomete 1 a 3% da
populacdo mundial (ENGEL et al, 2003).

Estudos no Brasil sobre a prevaléncia sdo muito escassos e nédo ha dados
publicados sobre a incidéncia da epilepsia. Porém, estima-se que em nosso pais
sejam diagnosticados, a cada ano, 340 mil novos casos de epilepsia, com a

existéncia de 1,8 milhdo de pessoas com epilepsia ativa, e que pelo menos
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9 milhdes ja apresentaram crise epiléptica alguma vez na vida (GALLUCCI,
MARCHETTI, 2005; IBGE, 2003). Dados de prevaléncia para epilepsia ativa
apresentam uma estimativa de 11,9 individuos para cada 1.000 habitantes na
grande Sao Paulo (MARINO; CUKIERT, 1986) e de 16,5:1.000 em Porto Alegre
(FERNANDES et. al, 1992).

Nas ultimas décadas, opcfes para o tratamento farmacolégico da epilepsia
tem sido feita com a insercdo de mais de 15 drogas antiepilépticas de terceira
geracdo, entretanto, estes medicamentos falham no controle das convulsdes de 20 a
30% dos pacientes que ndo obtém resposta terapéutica, tornando-se refratarios ao
tratamento, ou seja, mesmo com tratamento com anticonvulsivantes continuam a
apresentar crises (BRODIE et. al, 2012, LOSCHER e SCHMIDT, 2011; SILLANPAA
e SCHMIDT, 2006; LOSCHER et al., 2002b). Esses pacientes sdo chamados de
farmacorresistentes uma vez que eles ndo respondem adequadamente a terapia.
Nesses pacientes a remocédo cirlrgica do foco epiléptico é, geralmente, a Unica
opcao terapéutica para atingir o controle das convulsdes (KWAN; BRODIE, 2006).

Este distlrbio neurolégico apresenta mais de 15 tipos crises, mais de 30
sindromes epilépticas e associa-se a casos de morbidade somatica e psicossocial,
além de depressdo, ansiedade e aumento da morbidade (BERG et. al, 2010;
LOSCHER et.al, 2013; RAO; LOWENSTEIN, 2015).

2.4. FISIOPATOLOGIA

As crises epilépticas podem ser causadas por mecanismos diversos. Dentre
esses mecanismos podem estar envolvidos alteragbes em neurotransmissores ou
em canais iénicos, como HCN, neuroplasticidade, ativacdo de citocinas e estresse
oxidativo (REID; PHILLIPS; PETROU, 2012). Aléem disso os danos causados pelas
crises convulsivas também podem levar a alteracoes oxidativas que séao
demonstradas em areas cerebrais como cortex pré-frontal (PFC), estriado, e
hipocampo. O estresse oxidativo é consequéncia de crises prolongadas, estando
diretamente relacionado a leséo cerebral (AGUIAR et. al, 2012; AGUIAR et. al, 2013;
DE SOUZA et.al, 2018).

Entretanto, um principio geralmente aceito € que as crises surgem quando ha
um rompimento do equilibrio entre excitacdo e inibicdo no cérebro. Em condi¢fes

normais, ha mecanismos que facilitam o disparo neuronal normal e mecanismos de
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controle que protegem os neurdnios de descargas excessivas de potenciais de agao
(SCHARFMAN, 2007).

A inducao da atividade epiléptica se da através de duas formas, pelo bloqueio
de vias inibitérias, ou ativacdo de vias excitatérias dependentes de voltagem
(MATSUMOTO; AJMONEMARSAN, 1994; PRINCE; WILDER, 1967; WALTHER et.
al, 1986; YACUBIAN, 2008). Logo, o bloqueio das crises da-se por aumento da
inibicdo ou diminuicdo da excitacdo (WIECHERT; HERBST, 1966; CROUCHER;
COLLINS; MELDRUM, 1982).

No foco da discusséo sobre a epilepsia se tem os neurbnios excitatérios e
interneurdnios inibitérios. Na neurotransmissao excitatoria, o glutamato, principal
neurotransmissor excitatorio, € liberado e liga-se aos seus receptores,
especialmente os ionotropicos NMDA (N-metil D-aspartato) e AMPA (alfa-amino-3-
hidroxi-metil-5-4-isoxazolpropiénico) em outros neurdnios, desencadeando o disparo
da crise convulsiva. Por outro lado, a inibicdo desta via ocorre através da liberacéo
do acido gama-aminobutirico (GABA) por interneurdnios inibitérios. O GABA exerce
uma funcdo majoritaria na modulacdo e regulacdo de processos neuronais como
convulsdes, ansiedade, atividade do sono, memoria e aprendizado (IBRAHIM;
MANSOUR, 2015). Aproximadamente 40% de todas as sinapses cerebrais dos
vertebrados sdo GABAérgicas (URE; PERASSOLO, 2000). Esse neurotransmissor
se liga aos seus receptores presentes em neurdnios, impedindo o disparo da crise.
Os neurotransmissores atuam na fenda sinaptica, havendo, porém, receptores para
0 GABA localizados em outras regides neuronais. Esta seria um mecanismo do
organismo garantir a neurotransmissao inibitéria (EISENSTEIN, 2014).

A membrana dos neurbnios no seu estado de repouso possui carga interna
negativa e carga externa positiva, estando assim polarizada. A ativacdo da
neurotransmissado glutamatérgica, leva a abertura de canais idnicos na membrana
do neurénio, permitindo o influxo de ions calcio e sédio. Este evento ira despolarizar
a célula, gerando o disparo neuronal (GOODMAN; GILMAN, 2018).

Ja a sinalizacdo GABAEérgica, através do receptor GABAa, permite que haja
um influxo de ions negativos, cloreto, hiperpolarizando a célula neuronal e inibindo o
disparo das crises. Danos na via GABAérgica podem ocorrer por morte de
interneuronios ou disfuncéo dos receptores do tipo GABAAa. Evidéncias apontam que
deficiéncia nas funcdes dessa via, sejam inerentes ou adquiridas, podem

desencadear a génese da epilepsia. Dessa forma, o antagonismo da via



25
GUEDES, E. C. Fundamentacdo Teorica

GABAEérgica em cérebro saudavel pode causar crises convulsivas agudas. Modelos
animais experimentais se baseiam nesse mecanismo ao utilizar antagonistas dos
receptores GABAa, como pentilenotetrazol (PTZ), para indugéo das convulsdes. Do
contrario, substancias que potencializam a inibicdo GABAEérgica, tendem a atenuar
as convulsdes (KHAZIPOV, 2016).

Uma vez que os sistemas de inibicdo estdo prejudicados ndo ha um
mecanismo para conter o aumento da excitacdo (HOLTKAMP; MEIERKORD, 2007).
A desregulacdo, diminuicdo ou aumento, de sinapses GABAérgicas ou
glutamatérgicas podem ser pré-convulsivantes dependendo do tipo de neurdnio pos-
singptico envolvido (BRACCI et. al, 2001; LE DUIGOU; HOLDEN; KULLMANN,
2011; JANE; LODGE; COLLINGRIDE, 2009; MENDEZ; BACCI, 2011). Os
mecanismos para compensar esse desequilibrio trabalham bem, até que o
organismo nao consiga mais conter a situacao, gerando a convulsdo (EISENSTEIN,
2014).

A perda do equilibrio da concentracdo de determinados ions nos espacos
intra e extracelular € outro mecanismo que pode estar envolvido na excitacao
neuronal, tendo como principais ions o0 potassio, o célcio, os prétons e o cloreto
(FISHER et.al, 1976; STALEY; SOLDO; PROCTOR, 1995; RANSOM,;
SONTHEIMER, 2000; RAIMONDO et. al, 2013).

A ocorréncia de mutacdes em vias relacionadas a malformacdes cerebrais,
como PI3K (fosfatidilinositol-3-quinase), mTOR (proteina alvo da rapamicina em
mamiferos) e IGF (fator de crescimento semelhante a insulina), displasias corticais
focais, esclerose tuberosa, hemimegalencefalia, podem explicar o surgimento de
guadro epiléptico (GUERRINI; DOBYNS, 2014; MIRZAA; PODURI, 2014,
BERDICHEVSKY et. al, 2013; LASARGE; DANZER, 2014; WONG, 2013). Outras
mutacOes, como por exemplo, nos genes que codificam proteinas envolvidas na
homeostase idnica, também podem estar associadas com a epilepsia, uma vez que
estdo amplamente distribuidas no cérebro (VEERAMAH et. al, 2013;
RAJAKULENDRAN; KASKI; HANNA, 2012; DENG, XIU; SONG, 2014).

As caracteristicas clinicas dessa doenca vao depender da localizacao
anatbmica do foco, causa, tipo e extensdo do espraiamento da crise, mecanismos
neuroquimicos subjacentes e também da idade e nivel de maturidade cerebral
(COCKERELL; SHORVON, 1997). Diante disso, diferentes vias podem levar ao

desencadeamento deste disturbio excitatério de auto refor¢co (STALEY, 2015).
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Mediante uma lesé@o cerebral, alguns individuos podem desenvolver epilepsia
apos certo periodo de tempo. O que ocorre € que a lesdo induz uma reorganizagado
dos circuitos cerebrais que, com o tempo, se torna um foco gerador de descargas
epilépticas. Esse mecanismo pelo qual um cérebro assintomatico se transforma,
sendo capaz de gerar crises epilépticas espontaneas, é chamado de
epileptogénese. As mais frequentes lesGes cerebrais adquiridas que estao
associadas ao desenvolvimento de epilepsia sdo traumatismo, acidente vascular,
infeccdo e estado de mal epiléptico (status epilepticus - SE) (SALAZAR et al., 1985;
HESDORFFER et al., 1998; LOSSIUS et al., 2005; FERRO et al. 2003; ANNEGERS
et al., 1988). Esse quadro “status epilepticus” caracteriza-se por crises
suficientemente prolongadas, ou repetidas em intervalos curtos, que resulta em um
estado epiléptico continuo e duradouro (LETTER, 1973).

Pesquisas mais atuais mudaram a visdo dos mecanismos fisiopatoldgicos
envolvidos e tem mostrado que a epilepsia € uma doenca de redes neurais e ndo
somente um sintoma de anormalidades cerebrais localizadas (BLUMENFELD,
2014). Nessas Ultimas décadas, foi possivel a descoberta de varios mecanismos
envolvidos no processo da epileptogénese, através de estudos em modelos
experimentais (PITKANEN, SCHWARTZKROIN, MOSHE, 2006; ARIDA et al., 2006),
como por exemplo a inducdo quimica ou elétrica de um status epilepticus, utilizando
animais de laboratério, tais como camundongos e ratos (DA COSTA et al., 1998;
PITKANEN, SCHWARTZKROIN, MOSHE, 2006, MESKINIMOOD et al., 2019).

2.5. FARMACOS ANTICONVULSIVANTES

Um farmaco para ser considerado um anticonvulsivante ou antiepiléptico deve
atingir um ou mais alvos no cérebro, como, canais ionicos, transportadores de
neurotransmissores e enzimas metabolicas neurotransmissoras, e esses alvos uma
vez estimulados, promovem uma diminuicdo da excitabilidade e sincronismo
neuronal, impedindo a propagacdo dos disparos para locais distantes e 0
comportamento convulsivo (ROGAWSKI; LOSCHER, 2004).

O marco zero como proposta terapéutica farmacologica para o tratamento da
epilepsia foi realizada em 1857, com o0 uso do brometo de potassio. Em 1912, o
descobrimento do fenobarbital marcou o inicio da farmacoterapia moderna da
epilepsia (ALMEIDA, 2006).
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Outros farmacos como benzodiazepinicos, carbamazepina, etossuximida,
fenitoina, valproato de sodio, e outros, surgiram nesses ultimos 70 anos, como
drogas anticonvulsivantes estabelecidas (antiepileptic established drugs) ou drogas
antiepilépticas (DAE) de primeira geracdo (KWAN et al., 2001).

Durante muito tempo na terapéutica acreditou-se que um Unico farmaco
antiepiléptico (FAE) pudesse ser desenvolvido para o tratamento de todas as formas
de epilepsia. Entretanto, as causas dessa doenca sdo extremamente diversas e
abrangem falhas genéticas e de desenvolvimento, como também processos
infecciosos, doencas traumaticas e neoplasias degenerativas. Existe alguma
especificidade de acordo com o tipo de convulsdo, como pode ser observado por
exemplo, nas crises generalizadas do tipo auséncia. Nesse tipo de crise, as
descargas de pico e onda costumam ocorrer de 2 a 3 Hz no EEG, tendo boa
resposta para o tratamento com a etossuximida e ao valproato, mas podendo se
exacerbar com fenitoina e carbamazepina (KATZUNG, 2017).

Atualmente, apesar do grande arsenal terapéutico de DAE, e da certa
seletividade dessas no SNC, cerca de 30% dos pacientes ndo tém tratamento
adequado (HERMAN; PEDLEY, 1999; LOSCHER; SCHMIDT, 2006). Desse
percentual, aproximadamente 40% apresentam farmacorresisténcia, o que denota a
ineficacia dos medicamentos até entdo presentes no mercado. A auséncia de
eficacia terapéutica a pelo menos duas drogas antiepilépticas de primeira linha
caracteriza uma farmacorresisténcia, mesmo face a niveis plasmaticos adequados
(REGESTA; TANGANELLI, 1999). Essa resisténcia aos farmacos pode ser
observada desde o inicio da terapia como ap6s um periodo de tratamento
relativamente bem-sucedido (KATZUNG, 2017). A farmacorresisténcia juntamente
com um numero consideravel de reacdes adversas, como diminuicdo da capacidade
cognitiva e complicacbes psiquiatricas, dificultam o tratamento e sua adeséao,
deixando uma parcela consideravel de pacientes sem um tratamento adequado
(MELDRUM; ROGAWSKI, 2007).

Outro ponto é que os antiepilépticos disponiveis agem apenas suprimindo
sintomaticamente as convulsdes depois que elas aparecem, ndo prevenindo o
desenvolvimento da epilepsia no paciente que ainda ndo apresentou a primeira
convulsdo (SCHMIDT; SILLANPAA, 2012; TEMKIN, 2009). Uma parcela significativa
dos pacientes tratados sofre mais com os efeitos colaterais decorrentes do
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medicamento do que com a propria condicdo epiléptica (TREVISOL-
BITTENCOURT; SANDER, 1989).

Diante desse contexto, a busca por substancias que possam suprir 0S
problemas existentes no tratamento da epilepsia vem se mostrando de grande
importancia, sendo os produtos naturais e o0s sintetizados a partir de fontes naturais
recursos promissores para este propoésito. Um exemplo disso € a descoberta de
novas substancias com atividade anticonvulsivante, em modelos classicos de
epilepsia como PTZ e pilocarpina, oriundas de produtos naturais (OKOYE et. al,
2013; COSTA et al., 2012).

Os estudos mais atuais buscam o desenvolvimento de novas DAE no ambito
de drogas com maior potencial anticonvulsivante que controlem de forma mais
seletiva os diversos tipos de epilepsia, e tenham baixa toxicidade (FRENCH;
GAZZOLA, 2011; GOLDENBERG, 2010; LOSCHER; SCHMIDT, 1994; LOSCHER,
1998). Nesse sentido, pretende-se que as novas DAE atuem na prépria
epileptogénese, inibindo o desenvolvimento e progressédo da epilepsia, mudando o
enfoque das DAE tradicionais que, de maneira geral, agem suprimindo a
propagacdo inicial das convulsdes, tratando, assim, apenas 0s sintomas
(ROBERTSON et al., 2011).

Apesar dos mecanismos de acdo da maioria das DAE ndo sejam totalmente
elucidados, os trés principais mecanismos basicos descritos, a nivel celular, sdo
limitacdo dos disparos neuronais repetitivos, pelo blogueio de canais de soédio
dependentes de voltagem, aumento da neurotransmissao inibitéria mediada pelo
GABA e blogueio da neurotransmissao glutamatérgica excitatoria (DECKERS et al.
2003).

A inibicdo dos canais de sodio afeta a excitabilidade da membrana, uma vez
gue, os canais de sodio dependentes de voltagem s&o responsaveis por levar
corrente de entrada necesséria para geracdo de um potencial de acdo. Quando
esses canais de sobdio sdo bloqueados (por farmacos como fenitoina,
carbamazepina, valproato e lamotrigina) a excitacdo das ceélulas que estao
disparando repetitivamente também é blogqueada, sendo que quanto mais alta a
frequéncia dos disparos, maior é o bloqueio produzido (RANG; DALE; RITTER,
2016; GOODMAN; GILMAN, 2018).

Assim os farmacos antiepilépticos que atuam bloqueando os canais de sédio

dependente de voltagem tém a capacidade de bloquear as descargas de alta
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frequéncia que ocorre numa crise epiléptica sem interferir indevidamente nos
disparos de baixa frequéncia dos neurdnios no estado normal, discriminando assim
0s canais de sodio em seus estados de repouso, aberto e inativado. A
despolarizacdo de um neurdnio aumenta a proporcao de canais de sodio no estado
inativado. Os antiepilépticos se ligam preferencialmente aos canais nesse estado,
impedindo-os de retornarem ao seu estado de repouso, reduzindo o numero de
canais funcionais disponiveis para gerar potencial de acdo (RANG; DALE; RITTER,
2016).

Os farmacos que aumentam a neurotransmissdo do GABA, potencializam a
ativacao dos receptores GABAA,, facilitando assim a abertura dos canais de cloreto
mediado pelo GABA, aumentando o influxo dos ions cloreto, levando a uma inibi¢éo
da neutrotransmissao. Os antiepilépticos que agem por essa via sao o fenobarbital e
0s benzodiazepinicos. A vigabatrina atua inibindo a enzima GABA transaminase,
qgue é responsavel pela inativacdo GABA, e a tiagabina inibe a captacdo de GABA;
ambas, dessa forma potencializam a acdo do GABA como neurotransmissor
inibitério (RANG; DALE; RITTER, 2016; GOODMAN; GILMAN, 2018).

Ja os farmacos que agem inibindo a neurotransmissao glutamatérgica atuam
blogueando os receptores ionotropicos NMDA e AMPA do glutamato, localizados na
membrana pos-sinaptica das sinapses excitatorias, impedindo o influxo de ions,
principalmente, Na* e Ca?*, inibindo assim a geracdo do potencial de acdo para as
neurotransmissdes excitatérias. Valproato e topiramato sédo exemplos de farmacos
gue atuam na via glutamatérgica (RANG; DALE; RITTER, 2016; GOODMAN;
GILMAN, 2018).

O aumento agudo do influxo de Ca*? também é importante para manutencéo
da hiperexcitabilidade reflexa que ocorre em processos convulsivos. Além disso, a
ativacdo de canais de Ca*? pode induzir alteracdes na expressédo génica (JONES,
2002), e sugere uma participacdo de maneira cronica na epilepsia. Os canais de
célcio tipo T tem papel importante nas descargas ritmicas das crises epilépticas
generalizadas de auséncia (DECKERS et al., 2003). Ainda, o influxo de Ca*? pré-
sinaptico se associa a liberagdo desses neurotransmissores, enquanto que o influxo
pos-sinaptico dos mesmos gera uma despolarizacdo sustentada do neurdnio. Logo o
bloqueio dos canais de Ca*? pode produzir varios efeitos no funcionamento neuronal
como: bloqueio dos canais tipo T (associado ao tratamento das crises de auséncia);

bloqueio dos canais tipo L (associado ao controle de crises parciais); bloqueio de
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canais de Ca* podendo prevenir a liberacdo de neurotransmissores excitatorios
como o glutamato e bloqueio desses canais diminuindo a concentragdo dos ions
Ca*? no citoplasma neuronal, reduzindo a possibilidade de dano celular excitotéxico.
Alguns farmacos que atuam nesses alvos dos canais de célcio sdo a etossuximida e
felbamato (JONES, 2002).

2.6. MODELOS EXPERIMENTAIS PARA AVALIACAO DE NOVAS
SUBSTANCIAS ANTICONVULSIVANTES

Diante do pouco conhecimento da fisiopatogenia dos disturbios epilépticos e
na tentativa de melhorar os conhecimentos acerca das epilepsias no ser humano,
varias pesquisas de novas drogas anticonvulsivantes passaram a se desenvolver
utilizando como instrumento experimental os animais de laboratério (ALMEIDA,
2006). A principal relevancia de um modelo experimental € determinada pelo grau
em que o modelo serve como testemunha do fendmeno natural (QUEIROZ et al.,
2002).

O potencial efeito anticonvulsivante das DAE de primeira, segunda e terceira
geracdes foi inicialmente evidenciado em modelos animais de convulséo. De fato, os
testes das convulsdes induzidas pelo pentilenotetrazol (PTZ) e/ou eletrochoque
maximo (ECM) em ratos ou camundongos mostraram que a atividade clinica de uma
DAE pode ser estudada preliminarmente em modelos animais (LOSCHER;
SCHMIDT, 2002).

Nas triagens (screening) farmacoldgicas de drogas antiepilépticas os modelos
experimentais sempre foram utilizados, cujo objetivo principal é a contencdo das
crises convulsivas por drogas em estudo. Esses modelos ainda séo muito utilizados,
e contribuiram substancialmente com informacdes a respeito dos mecanismos
envolvidos na génese e manutencdo das crises (MELLO et al., 1986). Os modelos
experimentais animais para avaliagdo de drogas anticonvulsivantes estéao

sumarizados no quadro 1.
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Quadro 1. Principais modelos experimentais para
anticonvulsivantes em camundongos e/ou ratos.

31
Fundamentacdo Teorica

avaliacdo de potenciais

Modelos experimentais para avaliacdo de drogas anticonvulsivantes

Tipos de epilepsia que Focal
mimetizam
e Metais (Cobalto e Acido
Tangstico)
e Farmacos convulsivantes
(penicilina, estricnina,
oubaina, estrogenos
Agudos conjugados, acido

quinol6énico, etc.)
e Estimulagéo elétrica focal

¢ Metais (gel de albumina)

e Abrasamento (kindling:
elétrico, audiogénico,

_ quimico (PTZ2)
Cronicos e Sistémicos: acido cainico

e pilocarpina

Modelos IGER (llhara’s

genetically epileptic rats)

Fonte: ALMEIDA, 2006

2.6.1. MODELO POR PROCESSO FiSICO

2.6.1.1. Eletrochoque maximo (ECM)

Generalizada

e Elétricas (ECM)

e Quimicas: (PTZ,
pilocarpina, picrotoxina,
bicuculina, estricnina)

- Bloqueio dos sistemas de

transporte de eletrolitos nas

células (litio, tiocianato)

- Crises induzidas por CO2

- Por abstinéncia de drogas

(barbitdricos, élcool, etc.)

. Por precipitacédo
sensorial: crises
fotossensiveis, audiogénicas,
estresse

. Espontaneas:
MutacBes genéticas (Genetic
absence epileptic rats from
Strasbourg — GAERS)

E um dos principais testes animais sendo muito utilizado na triagem de DAE.

O ECM é um modelo bem estabelecido que mimetiza crises convulsivas
generalizadas do tipo tdnico-clonicas (LOSCHER; SCHMIDT, 2006). Esse modelo

baseia-se na observacdo de que a estimulagcdo por meio de pulsos elétricos

repetitivos usando parametros adequados € capaz de induzir, em diferentes

estruturas neuronais, um padrao caracteristico de atividade epiléptica que, quando

automantida, é comumente denominada de pés-descarga (LOSCHER; SCHMIDT,

2002).
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E um teste capaz de avaliar principalmente substancias que atuam em canais
de sddio, como a fenitoina (MELDRUM, 1996). Portanto a capacidade de uma droga
de inibir as convulsbes ténicas produzidas por um eletrochoque auricular agudo é
forte indicativo de que a mesma possa ser um antiepiléptico eficaz para crises
generalizadas (CONTAR et al., 1985). Em conjunto com PTZ, e em decorréncia da
sua simplicidade e rapidez de resposta, esse € um dos testes padrdes utilizados na
investigacdo de novos compostos com potencial anticonvulsivante (ALMEIDA,
2006).

2.6.2. MODELO POR ESTIMULACAO QUIMICA

2.6.2.1. Pentilenotetrazol (PTZ)

O pentilenotetrazol (PTZ) € uma das principais substancias indutoras da
convulsdo e é utilizada na triagem néo-clinica de novos farmacos anticonvulsivantes
(LOSCHER, 1998; QUINTANS-JUNIOR; MELLO, 2006; SMITH et al, 2007). O
desenvolvimento de benzodiazepinicos e barbitiricos no tratamento das crises
convulsivas veio a partir de estudos com essa ferramenta farmacolégica (LOSCHER,;
SCHMIDT, 1988).

Essa substancia é capaz de produzir contracbes mioclénica subitas e
involuntarias que tipicamente resulta em convulsdes generalizadas do tipo tdnico-
clénicas, podendo também induzir crises generalizadas do tipo de auséncia (HUOT;
RADOUCO-THOMAS, 1973; RHODES; FRYE, 2004).

O mecanismo pelo qual o PTZ atua envolve a inibigdo dos receptores GABAA,,
gue sao canais de cloreto, gerando um aumento da excitabilidade neuronal
(LOSCHER; SCHMIDT, 2002). Além disso, o PTZ também esta relacionado com
canais idnicos de sodio e calcio, aumentando as correntes de membrana e
consequentemente a excitabilidade neuronal, segundo dados eletroencefalograficos
(LOSCHER, 1998; FAINGOLD, 1987).

O tipo da crise induzida pelo PTZ esta relacionado com a dose e via de
administracdo (LOSCHER et al., 1991). Quando administrado na dose de 40-60
mg/kg, via subcutanea, o PTZ induz convulsdes clonicas, e acima dessas doses
convulsdes tonico-clénicas em ratos (CORTEZ; SNEAD, 2006).
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Portanto, sabe-se que o blogueio das convulsdes induzidas quimicamente
pelo PTZ, em roedores, € uma caracteristica de algumas drogas depressoras do
SNC que pertencem a classe dos anticonvulsivantes (ANCA et al., 1993). De
maneira geral, o PTZ permite a identificacdo eficaz de compostos contra crises de
auséncia quando administrado via intravenosa e permite uma avaliagdo genérica do
potencial anticonvulsivante de uma droga quando administrado em altas doses via
intraperitoneal (KUPFERBERG; SCHMUTZ, 1997).

2.6.2.2. Kindling

Os modelos animais mais antigos de convulsdo ndo conseguiam reproduzir
de forma fidedigna a fenomenologia encontrada em humanos, pois as crises
convulsivas eram induzidas de forma aguda, ndo observando a ocorréncia de crises
espontaneas (LEITE; TERRA-BUSTAMANTE, 2000). Dessa forma, o modelo do
abrasamento, mais conhecido como kindling, representa um modelo crénico de
epilepsia através da inducdo de crises espontaneas ocasionadas por estimulos
subconvulsivantes repetitivos. E um modelo que mimetiza a epileptogénese em
humanos, e em animais pode ser induzido tanto por estimulo elétrico como quimico
(MCNAMARA, 1984; GODDARD, 1969).

Esse estimulo leva ao desencadeamento de crises convulsivas espontaneas,
gue permite a exploracéo da rede neuronal com a progressao de crises parciais para
crises generalizadas (DELGADO; SEVILLANO, 1961; GODDARD et al.,, 1969;
RACINE, 1972; LEUNG, 1987).

Ao ser descrito pela primeira vez por Goddart et al. (1969), o modelo do
kindling demonstrou a possibilidade de induzir um quadro progressivo de
convulsdes, em ratos, por meio de continuos estimulos elétricos subconvulsivantes,
como visto em alguns tipos de epilepsia.

A indugcdo dessas convulsbes também pode ser feita de forma quimica,
através do uso de substancias convulsivantes como antagonistas GABAEérgicos
(pentilenotetrazol, bicuculina), N-metil-D-aspartato e cocaina, por exemplo (DHIR,
2012).

Sabe-se que a administracdo consecutiva de pentilenotetrazol em roedores
leva ao desenvolvimento de crises generalizadas espontaneas. Essas crises podem

se desencadear em dias ou meses apos a estimulacéo inicial, uma vez que essas
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alteracdes cerebrais podem perdurar por toda vida do animal (IZQUIERDO et al.,
1975; BECKER et al., 1992; LOSCHER, 2002). Sendo assim esse é um modelo
capaz de avaliar tanto epilepsia quanto a epileptogénese (MELDRUM,;
ROGAWSKI, 2007) e, uma vez que uma substancia inibe o abrasamento
induzido pelo PTZ, é um indicativo de efeito anticonvulsivante provavelmente
relacionado a epilepsia do lobo temporal, e crise parcial e complexa em

humanos.

2.7. OLEOS ESSENCIAIS

O uso de plantas medicinais para o tratamento de doencas continua a exercer
um papel fundamental no cuidado a saude (MOERMAN,1986; JOHNSON, 1999).
Além disso, os produtos isolados de fontes naturais tém servido como inspiracédo
para uma grande parte da Farmacopeia atual (KINGSTON, 2011), sendo alvo de
muitas pesquisas, demonstrando um grande potencial como fonte para a obtencéo
de compostos de interesse farmacol6gico (HONG, 2011).

A maior biodiversidade do mundo de plantas se encontra no Brasil, que
possui mais de 45 mil espécies de plantas superiores, ou seja, cerca de 22% do total
gue existe no planeta (SIBBR, 2016). Esse imenso patriménio genético, ja escasso
nos paises desenvolvidos, associado a uma rica diversidade étnica e cultural que
detém um valioso conhecimento tradicional em relacdo ao uso de plantas
medicinais, tem na atualidade valor econémico-estratégico inestimavel em varias
atividades, mas é no campo do desenvolvimento de novos medicamentos onde
reside uma das suas maiores potencialidades. Para isso, é necessario que haja
estimulo a pesquisas que envolvam o uso de plantas medicinais consagradas no
meio popular (AGRA, FREITAS, BARBOSA-FILHO, 2007).

A utilizagdo de produtos naturais para tratamento de doengas com
manifestacdes neuroldgicas e distlrbios psiquiatricos, em particular, tem tido uma
grande procura no uso popular, porém muitos desses produtos ndao apresentam
nenhuma validacao cientifica e as vezes sequer possuem acado no SNC (ALMEIDA,
1999). Estudos que garantam a eficicia dos produtos e a ndo existéncia de riscos a

saude sdo extremamente necessarios para fornecer uma maior seguranca.
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Atualmente, existe um crescente interesse da comunidade cientifica em
elucidar os mecanismos responsaveis pelos efeitos de plantas medicinais, téo
utilizadas empiricamente, bem como de seus constituintes quimicos, a fim de tornar
0 seu uso mais eficaz e com menos de efeitos adversos (Ql; WANG; YUAN, 2011).

Entre as mais diversas espécies vegetais, algumas tém despertado certo
interesse de grupos de pesquisadores pelas suas multiplas a¢bes farmacoldgicas e
fisiologicas apresentadas, como é o caso das chamadas “Plantas Aromaticas”.
Vérias propriedades no SNC, incluindo acdo antiepiléptica tém sido referidas a
espécies de plantas desta categoria (ALMEIDA et al., 2011).

Estas atividades em geral tém sido atribuidas aos 6leos essenciais (OE), e/ou
seus componentes quimicos que representam de 1-2% da composicdo desses
vegetais (FATURI et al., 2010; ALMEIDA et al., 2011). Alguns OEs atuam sobre o
SNC (FATURI et al., 2010; KHALID et al., 2011) desencadeando efeitos analgésicos
(ALMEIDA; NAVARRO; BARBOSA-FILHO, 2001; BAKKALI et al., 2008), ansioliticos
(ALMEIDA et al., 2004), antidepressivos (VICTORY; BRAHM; SAVEGNAGO, 2013)
e anticonvulsivantes (NOBREGA, 2012; DE SOUSA et al., 2006a), por exemplo.

Os oleos volateis ou Oleos éteros, como também sdo chamos os Oleos
essenciais, sao produtos de origem natural, com misturas complexas de substéancias
volateis, lipofilicas, com aroma acentuado e liquido, podendo ser obtidos de todas as
partes das plantas, como botdes, flores, folhas, caules, ramos, sementes, frutos,
raizes ou cascas (REGNAULT-ROGER; VINCENT; ARNASON, 2012; BAKKALI et
al., 2008). Sao extraidos de plantas aromaticas geralmente encontradas em paises
de clima temperado e tropical (BAKKALI et al., 2008), sendo o0s principais
responsaveis por suas acgOes terapéuticas (FATURI et al., 2010). Em temperatura
ambiente apresentam-se como substancia liquida oleosa e bastante volatil
(SIMOES; SPITZER, 2004).

Os OEs sdao produzidos como metabdlitos secundarios de plantas aroméaticas
(BAKKALI et al.,, 2008). Pertencem a duas séries de compostos: série dos
terpénicos, cuja origem biossintética ocorre a partir de unidades do isopreno que,
por sua vez, origina-se a partir do acido mevalonico (BAKKALI et al., 2008),
chamados de monoterpenos e sesquiterpenos e, a série dos compostos arénicos,
gue biogeneticamente, derivam do acido chiquimico (drogas derivadas dos
fenilpropanoides (AIMEIDA, 2006; RAHIMMALEK et al., 2009).
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Os fenilpropanoides fazem parte de um grupo de compostos organicos
produzidos por plantas para protegé-las de infec¢Bes, herbivoros, patdgenos,
radiacdo ultravioleta, além de atrair polinizadores. Eles sdo sintetizados a partir do
aminoacido fenilalanina que € convertido em acido cinamico. O grupo &cido
carboxilico do &cido cinamico é reduzido, gerando os fenilpropanoides (FRIEDRICH,
1976; SA et al., 2014, BERNARDS, 2010). Existe na literatura a participacdo de
varios fenilpropanoides com diferentes mecanismos de acdo relacionados a
atividade antinociceptiva e anti-inflamatéria em protocolos experimentais
(CARVALHO et al., 2015).

2.8. TRANS-ANETOL

O trans-anetol [trans-1-metoxi-4-(prop-1-enil) benzeno] é um fenilpropanoide,
componente de varios 6leos essenciais (figura 3). A temperatura ambiente se
apresenta na forma de cristais brancos, com ponto de fusdo de 21 °C e ponto de
ebulicdo de 81 °C. Sua férmula quimica & C10H120 e tem como isbmero de posi¢ao o
estragol: um composto que ocorre naturalmente em um grande numero de
umbeliferas, entre as quais a salsa, e de labiadas, como o manjericdo e a sélvia
(SOUZA, 2008).

Esse composto por ser obtido principalmente do éleo essencial do lllicium
verum (anis estrelado), Pimpinella anisum (anis) e Foeniculum vulgare (erva-doce), e
compbe mais de 90% do Oleo essencial dessas plantas (YANG et al.,, 2010;
SOARES et al., 2007). Ele ainda é encontrando em menores concentracdes nos
Oleos essenciais do balsamo de liméo (6.1%), coentro (0.5%) e manjericdo (0.08%)
(CHAINY, 2000). As plantas sintetizam o isébmero trans do anetol de forma quase
gue exclusiva. As sementes do 6leo de anis, por exemplo, produzem 94% de (trans)-
anetol e menos de 1% de (cis)-anetol (OZCAN; CHALCHAT, 2006). O isdbmero trans
€ usado como flavorizante e aromatizante, enquanto que o isdmero cis possui um
aroma menos agradavel. Dessa forma uma simples mudanca na isomeria da
estrutura da molécula do anetol pode levar a mudancas sensoriais, bem como
farmacoldgicas (BARBER; NEWBY, 2013).

Foi demonstrado experimentalmente que o anetol em baixas doses possui
pouca toxicidade (SMITH et al.,, 2002) e é considerado ndo genotoxico e nao

carcinogénico, portanto, consideravelmente seguro (FREIRE et al., 2005; YEA et al.,
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2006). Em ensaios de toxicidade aguda, segundo a OECD 423, o trans-anetol
apresentou sua DLsp estimada em 1.000 mg/kg (dados n&o publicados).

O trans-anetol foi identificado como sendo o composto majoritario do OE da
lllicium verum (SINGH et al., 2006; HUANG; ZHAO; ZHOU et al., 2010). Sendo
assim, ele parece ser o responsavel pela maioria das propriedades atribuidas ao
Oleo essencial da anis estrelado (lllicium verum) que apresenta atividades como
inseticida (SINGH et al., 2006; RAVID; PUTIEVSKY; KATZIR, 1994), antimicrobiana
e antiviral (ASTANI; REICHLING; SCHNITZLER, 2011), antimetastica (CHOO et al.,
2011), anticarcinogénica (AL-HARBI et al.,, 1995; CHOO et al., 2011), anti-
inflamatoéria (CHAINY, 2000; DOMICIANO et al., 2013), antihipernociceptiva
(RITTER et al., 2013) e antioxidante (FREIRE et al., 2005). Também, o trans-anetol
isolado possui algumas atividades descritas como antifangica (HUANG; ZHAO;
ZHOU et al., 2010) e anti-inflamatéria em doenca pulmonar crénica (KIM; LEE;
SEOL, 2017), antimicrobiana (WIECZYNSKA et. al, 2018), e antidepressiva (dados
ndo publicados). Entretanto, até o presente momento ndo ha dados na literatura
referentes a acdo dessa molécula em modelos experimentais de convulsao agudo e

cronico.

Figura 3. Estrutura quimica do trans-anetol

Fonte: Pubchem, 2020
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3. OBJETIVOS

3.2. OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito do fenilpropanoide trans-anetol em modelos animais de

convulsdo agudo e cronico.

3.3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Investigar a acdo do trans-anetol em protocolos classicos de investigacéo
para drogas anticonvulsivantes por metodologia comportamental aguda de
inducao quimica e elétrica;

e Caracterizar o perfil eletroencefalografico de animais submetidos a inducéo
de processos convulsivos, tratados com o trans-anetol, a fim de confrontar
estes dados eletrofisiologicos com 0os comportamentos observados;

e Avaliar o possivel efeito anti-epileptogénico do trans-anetol em modelo animal

cronico do kindling quimico.
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4. MATERIAIS

4.1. ANIMAIS

Para realizacdo dos testes foram utilizados camundongos Swiss albino (Mus
musculus) machos, com 2-3 meses de idade e massa corporal variando entre 25 -
35 gramas, provenientes do Biotério Prof. Dr. Thomas George da Universidade
Federal da Paraiba.

Os animais foram mantidos em caixas de polietiieno, com quatro
camundongos no maximo por caixa, em condi¢des controladas de temperatura (22+
1°C), com livre acesso a racdo do tipo pellets (Purina®) e d4gua em garrafas de
polietileno. Os animais foram mantidos em ciclo claro/escuro de 12 horas, sendo a

fase clara de 6:00 as 18:00 horas.
4.2. CONDIC}OES EXPERIMENTAIS

Os animais foram aclimatados por uma hora antes dos experimentos, com 0
intuito de minimizar possiveis alteracdes comportamentais.

A bancada e os equipamentos foram higienizados com alcool 70% antes e ao
término dos experimentos, e com alcool a 10% durante os testes, a fim de diminuir
possiveis odores que pudessem interferir no comportamento dos animais.

Todos os procedimentos experimentais ocorreram entre 8:00 e 17:00 horas,
sendo os animais utilizados apenas uma vez para cada teste e eutanasiados por
deslocamento cervical com anestesia prévia ao final. As carcacas foram refrigeradas
e depois descartadas por uma empresa especializada. Todos protocolos foram
aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFPB, sob certiddo de
numero 3890250918.

4.3. REAGENTES

O trans-anetol foi solubilizado em Tween 80® (2%) e as demais substancias
[pentilenotetrazol (75 e 30 mg/kg), diazepam (5 e 2 mg/kg) e a fenitoina (25 mg/kg)]
foram dissolvidos em solugéo salina (0,9%). O trans-anetol e pentilezotetrazol foram
adquiridos pela Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA), diazepam pela Hipolabor®
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(Belo Horizonte, Brasil), fenitoina pela Cristdlia® (Sdo Paulo, Brasil) e a salina pela
FARMAX® (Divinépolis, Brasil).

As doses utilizadas do TAN (100, 200, 300 e 400 mg/kg) foram escolhidas de
acordo com estudo prévio da DL50, que foi estimada em 1.000 mg/kg segundo o

protocolo para toxicidade aguda OECD 423 (dados n&o publicados).

4.4. EQUIPAMENTOS

e Aparelho de eletrochoque auricular (ECT UNIT 7401- Ugo Basile -
Italia);

e Balanca analitica (M254A, BEL Engineering, Italia);

e Eletroencefalograma (Neuromap — Brasil);

e Estereotaxico (Insight — Brasil).
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5. METODOS

5.1. TESTE DAS CONVULSOES INDUZIDAS PELO ELETROCHOQUE MAXIMO

O teste do eletrochoque maximo (ECM) € umas das metodologias classicas
iniciais para avaliar drogas com potencial anticonvulsivante. Foi primeiramente
descrito por Putham e Merritt (1937) e se baseia na aplicacdo de pulsos elétricos
auriculares que induzem crises generalizadas do tipo tbénico-clénica (LOSCHER,;
FASSBENDER; NOLTING, 1991; LUSZCZKI et al., 2010).

Neste experimento os animais foram divididos em cinco grupos (n = 8). O
grupo veiculo foi tratado com solucéo salina a 0,9% (10 mL/kg, i.p.) e o grupo padréo
com fenitoina (25 mg/kg, i.p.). Os grupos experimentais foram tratados com
diferentes doses de trans-anetol (200 mg/kg, 300 mg/kg e 400 mg/kg, i.p.), sendo o
tempo de tratamento foi definido a partir de uma triagem realizada num estudo
anterior (dados néo publicados). Apés 30 minutos de tratamento com o grupo
veiculo e padréo e 60 minutos ap0s 0S grupos experimentais, as crises convulsivas
foram induzidas através de um par de eletrodos auriculares conectados ao
equipamento de eletrochoque com estimulo de 0,5 mA, 50 pulsos/s, com duracdo de
0,5 s. Logo apés a inducédo elétrica os animais foram observados para o seguinte
parametro: duracdo das crises tdnicas (extensdes completas dos membros
posteriores) (PRAVEEN et.al, 2013; TORTORIELLO; ORTEGA, 1993).

5.2. TESTE DAS CONVULSOES INDUZIDAS PELO PENTILENOTETRAZOL E
ELETROENCEFALOGRAFIA (EEG)

O PTZ é um agente quimico utilizado para induzir a convulsédo, sendo usado
como triagem preliminar para caracterizar novas drogas anticonvulsivantes
(LOSCHER 1998; SAYYAH; NADJAFNIA; KAMALINEJAD, 2004).

Neste experimento, foram induzidas as crises epilépticas com
pentilenotetrazol e concomitantemente foi realizado o registro eletroencefalogréafico
das ondas cerebrais dos animais. Para isso, os animais foram submetidos a uma

cirurgia estereotaxica para implantacéo de eletrodos.
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Os animais foram previamente anestesiados com cetamina (70 mg/kg, i.p.) e
xilazina (10 mg/kg, i.p.) e imobilizados num aparelho estereotaxico. Posteriormente,
dois eletrodos foram cirurgicamente inseridos bilateralmente sobre o cértex parietal,
e um terceiro parafuso foi inserido sobre o cortex frontal como eletrodo de
referéncia. Os eletrodos foram ligados a um conector por soldagem e fixados com
cimento acrilico dental. ApGs a cirurgia, os animais foram tratados com analgésico
tramadol e antibidtico amoxilina (i.p.). Os testes foram realizados 4-5 dias ap0s o
procedimento cirdrgico (CAVALHEIRO et al., 1992).

Depois do tempo de recuperacdo, 0os animais previamente cirurgiados foram
divididos em cinco grupos com 8-9 animais por grupo. Posteriormente foram
conectados, através do eletrodo, a um encefalograma digital e colocados em uma
caixa de vidro, um animal por vez, para o0 registro da atividade eletrofisiolégica
cerebral durante o experimento. Foi feito um periodo de aclimatacdo dos animais na
caixa e posteriormente iniciou-se o experimento em que foi registrado um periodo
basal de 10 minutos. Em seguida, os animais receberam os seguintes tratamentos
via intraperitonial: solucdo tween 80 5% (grupo veiculo), TAN 400 mg/kg, TAN
300mg/kg, TAN 200mg/kg e diazepam 5 mg/kg (substéncia padrdo). Apés 30
minutos da administracdo do veiculo e substancia padréao foi administrado o PTZ na
dose de 75 mg/kg. Os grupos experimentais receberam o PTZ na mesma dose ap0s
60 minutos do tratamento. Imediatamente apds a inje¢cdo do PTZ os animais foram
observados quanto aos seguintes parametros: laténcia para o primeiro espasmo,
laténcia para a primeira convulsdo tonico-clonica, duragdo da convulsdo tdnico-
clénica e porcentagem de mortalidade (ALMEIDA, 2006) conforme pode ser

visualizado na figura 4.
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Registro
Eletroencefalograma

A Inicio Término
0 [ 10 I [ 40 I 55 | min.
Basal Tratamento Parimetros
f Veiculo [ PTZ
Diazepam (75 mglkg, i.p.)
B Inicio Término

0 [ 10 | [ 70 I 85 | min.
Basal Tratamento Parametros

I I

]I TAN [ PTZ
(75 mglkg, i.p.)

Figura 4. Desenho experimental do teste do pentilenotetrazol (PTZ) acompanhado
por EEG. Delineamento da administracdo dos grupos veiculo e diazepam (A) e do trans-
anetol (TAN) (B).

Fonte: Elaborado pelo autor

5.3. MODELO DO KINDLING

O kindling, também conhecido como abrasamento, € um modelo crénico de
epilepsia que mimetiza a epileptogénese em humanos através de um estimulo
subconvulsivante inferido de forma repetitiva (MCNAMARA, 1984).

Para realizacdo deste experimento, os animais foram divididos em cinco
grupos com 4-8 animais. Durante 31 dias os animais foram tratados em dias
alternados via i.p. com: solugdo tween 80 a 5% (grupo veiculo), TAN 300mg/kg,
TAN 200mg/kg, TAN 100mg/kg e diazepam 2 mg/kg (substancia padrao). Apés 30
minutos da administragdo do veiculo e substancia padrdo e 60 minutos da
substancia teste foi administrado o PTZ numa dose subconvulsivante de 30 mg/kg.
Os animais foram observados em seguida durante 30 minutos e o comportamento

foi classificado segundo uma escala de Racine (1972) adaptada para os critérios: 0
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(nenhuma alteracédo de comportamento), 1 (parada comportamental subita, olhar fixo
imovel, tremor de vibrissas), 2 (movimentos orofaciais e de mastigacdo, crise de
auséncia e espasmos), 3 (tremores mioclénicos, cauda rigida, convulsédo clénica de
membros anteriores na postada sentada), 4 (convulsdo clénica ou tonico-clonica
com rearing, e ou seguido de queda, sem perda de equilibrio), 5 (convulsao ténico-
clonica com perda de postura, saltos selvagens e convulsao tonica e morte).

Os animais receberam doses subconvulsivantes de PTZ em dias alternados
até que o grupo veiculo apresentasse o0 escore 5 na escala de Racine, encerrando
assim o experimento (figura 5).

Inicio Término
l Dias de experimento l

|1|2|3|4|5|6|?|8|9|1l]|11|12|13|14|15|16|1?|18|19|20|21|22|23|24|25|26|2?|28|29|30|31|

|

Tratamento
+
PTZ (30 mgikg, i.p.)

Observagao (Racine)

Figura 5. Desenho experimental do modelo do kindling.
Fonte: adaptada de DHIR, 2012.

5.4. ANALISE ESTATISTICA

Para os resultados obtidos pelo teste do eletrochoque maximo foi utilizada a
Andlise de Variancia (ANOVA) de uma via seguido do teste de Tukey para
inferéncias estatisticas de dados paramétricos. Os dados comportamentais para as
convulsdes induzidas pelo PTZ foram analisados por ANOVA de uma via seguido do
teste de Kruskal-Wallis e post hoc de Dunn’s. Os dados sao apresentados como
mediana e intervalo interquartil. Ja a analise dos dados do EEG e do kindling foram
analisados pela ANOVA de duas vias seguido do teste de Tukey. A porcentagem de
mortalidade foi calculada pelo teste exato de Fisher.

Os valores de H foram considerados significativos e apresentados apenas
guando p<0,05. Todos os dados foram analisados usando o software GraphPad
Prism (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA).
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6. RESULTADOS

6.1 TESTE DAS CONVULSOES INDUZIDAS PELO ELETROCHOQUE MAXIMO

No teste do eletrochoque maximo pode-se observar que o grupo tratado com
o0 TAN na dose de 300 mg/kg (12,00 £ 2,9 s) e 400 mg/kg (9,00 £ 4,4 s) foi capaz de
diminuir a duragdo das convulsbes do tipo tbnico quando comparados ao grupo
veiculo (21,71 £ 6,5 s) (figura 6).
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Figura 6. Efeito do trans-anetol na duracdo convulsdes tbnicas (s) induzidas pelo
eletrochoque maximo em camundongos (n=8/grupo). Grupos: veiculo (tween 80 5%), trans-
anetol (TAN; 200, 300 e 400 mg/kg), e Fenitoina (25 mg/kg). Analise dos dados por ANOVA
de uma via, seguido pelo teste de Tukey. ***p<0,001 e ****p<0,0001 comparado com o
veiculo (controle). Os valores representam a média + desvio padréo.

O mesmo ndo pode ser observado no grupo TAN na dose de 200 mg/kg
(17,38 = 3,4 s). O grupo padrao tratado com fenitoina 25 mg/kg (2,29 + 1,7 s), como

previsto, foi capaz de atenuar significativamente as convulsdes por inducao elétrica.
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6.2. TESTE AGUDO DAS CONVULSOES INDUZIDAS PELO
PENTILENOTETRAZOL

No teste agudo de convuls@es induzidas pelo PTZ, o TAN (400 mg/kg) [80,0,
(56,0 - 134,0 s)] aumentou a laténcia para o surgimento do primeiro espasmo (p
<0,05), em comparacdo com o grupo veiculo [34,0, (10,0 - 82,0 s); H (4) = 23,17]
(figura 7A). O grupo tratado com diazepam (5 mg/kg) também apresentou resultados
semelhantes [144,0, (76,0 — 900 s)] p <0,0001. Ja o TAN na dose de 300 mg/kg
[66,5, (49,0 - 91,0 s)] e 200 mg/kg [60,0 (44,0 - 82,0 s)] ndo expressou resultados
significativos quando comparados com o grupo veiculo.

Os resultados da laténcia para crise generalizada do tipo ténico-clonica estao
na figura 7B. O grupo experimental tratado com o TAN na dose de 400 mg/kg [900,0
(861,0 - 900,0 s)] aumentou significativamente o tempo de laténcia, em relacdo ao
grupo veiculo [90,0, (23,0 - 160,0 s); H (4) = 33,3; p <0,0001], apresentando um
resultado simile quando comparado ao grupo padrdo diazepam (5 mg/kg) [900,0
(900,0 - 900,0 s)]. O TAN 300 mg/kg [639,5 (87,0 - 900,0 s)] e 200 mg/kg [399,0
(127,0 - 735,0 s)] ndo expressaram resultados significativos quando comparados ao
veiculo.

Para o parametro da duracdo da crise generalizada do tipo tonico-clonica,
apenas o grupo experimental tratado com TAN 400 mg/kg [0,0, (0,0 - 10,0 s)] e o
grupo diazepam [0,0, (0,0 - 16,0 s)] diferiram significativamente do grupo veiculo [20,
(8 -52,05s); H=(4) =28,97; p <0,0001] ao diminuir a duracdo das convulsdes (figura
70).

Ndo foram registradas mortes nos grupos pré-tratados com TAN (400, 300,
200 mg/kg) e o padrao, diazepam (5 mg/kg), quando comparados estatisticamente

ao grupo veiculo, que apresentou uma taxa de 75% de mortalidade (tabela 1).
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Figura 7. Efeito do trans-anetol no teste agudo das convulsdes induzidas pelo
pentilenotetrazol (PTZ; 75 mg/kg, i.p.) (n = 8 - 9/grupo). Grupos veiculo (tween 80
5%), trans-anetol (TAN; 200, 300 e 400 mg/kg), e diazepam (DZP; 5 mg/kg).
Avaliacdo dos parametros da laténcia para o primeiro espasmo (A), laténcia para
convulsdo tonico-clénica (B), duracdo da convulsédo ténico-clénica (C). Os dados
foram analisados pela ANOVA de uma via, seguido do teste Kruskal-Wallis e post
hoc de Dunn’s e representam a mediana e intervalo interquartil (p < 0,05).
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Tabela 1. Efeito do trans-anetol no percentual de mortalidade no teste das convulsdes
induzidas pelo PTZ em camundongos.

Veiculo 75
(Salina - 0,9 %)

200 mg/Kg Q ***

trans-Anetol 300 mg/Kg Q *x
400 mg/Kg Q ***

Diazepam 5 mg/kg Q ***

Teste exato de Fisher, *** p <0.001, comparado ao grupo veiculo.

6.3. AVALIACAO ELETROENCEFALOGRAFICA DO TESTE DAS CONVULSOES
INDUZIDAS PELO PENTILENOTETRAZOL

A andlise do eletroencefalograma das convulsdes induzidas pelo PTZ em
camundongos no teste agudo esté disposta na figura 8.

Durante o periodo de 3 minutos centrais do registro basal ndo houve
diferenca entre os grupos (figura 8A), porém durante os 3 minutos centrais do
tratamento houve uma reducdo na amplitude [F (4, 37) = 22.1, p < 0,0001], bem
como na média total da amplitude [F (4, 40) = 770.6, p < 0,0001] dos grupos que
receberam a administracdo com TAN comparado ao veiculo e diazepam (figura 8B).

Na representacdo dos 3 minutos iniciais apos a administracdo do PTZ (figura
8C), observa-se que o grupo veiculo teve um aumento significativo da amplitude do
registro quando comparado aos grupos diazepam e experimentais do TAN [F (4, 37)
=10.26, p < 0,0001]. Quando realizada a média desse mesmo periodo, constatou-se
que o grupo tratado com TAN 400 mg/kg (1,06 + 0,16) e 300 mg/kg (1,82 £ 0,23)
apresentou uma amplitude menor que a do grupo veiculo (2,48 + 0,12), assim como
0 grupo padrao diazepam (0,90 = 0,06) [F (4, 40) = 13.01, p < 0,0001] (figura 8F).
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Figura 8. Quantificacdo da amplitude do registro eletroencefalografico (EEG) nas
convulsdes induzidas pelo pentilenotetrazol (PTZ; 75 mg/kg, i.p.) (n = 6-10/grupo). Grupos
veiculo (tween 80 5%), trans-anetol (TAN; 200, 300 e 400 mg/kg), e diazepam (DZP; 5
mg/kg). Amplitude (média a cada 20 s) e média total da amplitude, respectivamente, dos 3
minutos centrais do registro da linha basal (A e D), do registro da administracdo dos
tratamentos (B e E), e nos 3 minutos iniciais logo apds a administracéo do PTZ (C e F). Os
dados foram analisados por ANOVA de duas vias (amplitude) e por ANOVA de uma via
(média total da amplitude), seguidas pelo teste de Tukey e apresentados como a média +
erro padrédo da média. ‘a’ indica uma diferencga estatisticamente significante (P < 0,05) entre
os grupos DZP e TAN 400 mg/kg comparados com o veiculo; ‘b’ indica diferenga entre TAN
300 mg/kg e veiculo; ‘c’ diferencia os grupos do TAN comparados ao veiculo. O asterisco
indica diferenca estatisticamente significante quando comparado ao grupo veiculo, **p<0,01
e ****p<0,0001.

Para corroborar e confirmar esses resultados, foi feita também uma avaliagédo
dos registros graficos do eletroencefalograma. Os gréaficos da figura 9 apresentam
os dados da amplitude durante os 3 minutos iniciais apds a administracdo do PTZ,
separados por grupo, e seus respectivos registros do EEG de animais

representativos de cada grupo ao lado.
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Figura 9. Quantificagcdo da amplitude (derivada da figura 8C) (n = 6-9/grupo) e os graficos
representativos do registro eletroencefalografico (EEG) de um animal de cada grupo,
respectivamente, ap6s a administracdo do pentilenotetrazol (PTZ; 75 mg/kg, i.p.). Grupos:
veiculo (tween 80 5%) (A e B), trans-anetol: TAN 200 mg/kg (C e D), TAN 300 mg/kg (E e
F), TAN 400 mg/kg (G e H), e diazepam: DZP 5 mg/kg (I e J). Os dados foram normalizados
pela média do periodo basal total (10 minutos) e apresentados como a média (linha) a cada
20 segundos.
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Nesta figura pode-se observar que o TAN 300 mg/kg (figura 9E e 9F) e 400
mg/kg (fig. 9G e 9H) conseguiram aumentar a laténcia para o aparecimento dos
espasmos, bem como atenuar e inibir as convulsdes generalizadas ténico-clonicas

induzidas pelo PTZ.

6.4. MODELO DO KINDLING

Nas convulsfes induzidas pelo modelo do kindling, o tratamento com PTZ na
dose subconvulsivante de 30 mg/kg, durante 31 dias alternados, promoveu um
aumento da média dos escores do grupo veiculo + PTZ (1,43 + 1,30) comparado ao
grupo diazepam + PTZ (0,05 £ 0,14), atingindo o escore maximo (5) durante o
penultimo e dltimo dia de experimento (figura 10). A partir do décimo quinto dia, o
grupo tratado com TAN na dose de 100mg/kg (0,29 + 0,30) foi capaz de reduzir a
meédia dos escores até o final do experimento quando comparado ao veiculo + PTZ.
O mesmo pode ser observado no grupo padrao diazepam + PTZ (0,05 £ 0,14). Na
dose de 200 mg/kg (1,05 £ 1,09), o TAN também foi capaz de reduzir 0 mesmo
parametro no ultimo dia de experimento. JA a dose TAN 300 mg/kg (1,35 %= 1,65)
reduziu a média dos escores, juntamente com 0s outros grupos tratados, apenas no
15° e 16°, ndo sendo capaz de manter durante o final do experimento quando

comparado ao veiculo + PTZ.
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Veiculo + PTZ
TAN 100 + PTZ
TAN 200 + PTZ

TAN 300 + PTZ

DzZP 2 + PTZ

M édia dos escores

¢+ k¢

Veiculo + Salina

Figura 10. Efeito do trans-anetol em camundongos, no modelo do kindling induzido pelo
pentilenotetrazol (PTZ; 30 mg/kg), representado pela média dos escores segundo a escala
de Racine adaptada (n = 4 - 8/grupo). Grupos veiculo (tween 80 5%) + PTZ, trans-anetol
(TAN; 200, 300 e 400 mg/kg) + PTZ, e diazepam (DZP; 2 mg/kg) + PTZ e veiculo (tween 80
5%) + salina 0,9%. Os valores foram analisados pela ANOVA de duas vias, seguido do teste
de Tukey e representam a média + desvio padrdo. ‘a’ indica uma diferenga significante (P <
0,05) dos grupos DZP 2 + PTZ e veiculo + salina comparados as grupo veiculo + PTZ. ‘b’ e
‘¢’ indica uma diferenga dos grupos TAN 100 + PTZ e TAN 200 + PTZ, respectivamente,
comparados ao grupo veiculo + PTZ. ‘d’ representa uma diferenca de todos os grupos
tratado em relacdo ao veiculo + PTZ.



1I3CLLIICLO




58
GUEDES, E. C. Discussao

7. DISCUSSAO

Epilepsia é uma das desordens neurolégicas mais comuns (BHUTADA et al.,
2010), e é comumente associada a disfuncdes cerebrais, que levam a varias
comorbidades e afeta profundamente muitos aspectos na qualidade de vida dos
pacientes (BAULAC et al, 2001; SANDER et al, 2003). Apesar dos
anticonvulsivantes atualmente disponiveis serem eficazes na reducdo da gravidade
e no numero de convulsdes, aproximadamente 30% dos pacientes continuam a ter
convuls@es. Isso incentivou uma pesquisa consideravel para novos medicamentos
antiepilépticos (BHUTADA et al., 2010).

No ambito dos produtos naturais, uso dos OEs vem se destacando e
ganhando popularidade nos ultimos tempos por apresentar beneficios a saude e,
com isso, um aumento no numero de estudos e evidéncias que suportam 0 seu uso
também vem sendo observado (DONATELLI; SOMES; MILLER; 2018). De maneira
particular, alguns componentes quimicos dos OEs possuem acdo no SNC, incluindo
atividade anticonvulsivante. Assim, os OEs e seus principais constituintes vem
atraindo e incentivando novos estudos em relacdo aos seus aspectos quimicos e
potencial farmacoldgico com intuito de gerar o desenvolvimento de novas drogas
anticonvulsivantes, que possuam maior eficacia e adesao, do que os medicamentos
na terapia atual (ALMEIDA; MOTTA; LEITE; 2003; ASBAHANI et al., 2015). Diante
disso, o estudo investigou a acdo do TAN um composto proveniente de OEs em
modelos animais classicos de convulséo.

Inicialmente, realizou-se o teste das convulsées induzidas pelo eletrochoque
maximo, que é um modelo consolidado e muito utilizado nos testes inicias para o
desenvolvimento de agentes anticonvulsivantes (PORTER et al., 1983; TOMAN;
SWINYARD; GOODMAN, 1946). O fundamento desse teste baseia-se na aplicacéo
de descargas elétricas por um curto intervalo de tempo, levando a despolarizagéo,
ou seja, abertura dos canais de sédio das células nervosas, e esse potencial de
acao gerado se propaga levando a excitabilidade dos neurbnios, o que pode
desencadear convulsfes. Nesse teste, as crises se manifestam do tipo ténico-
clénicas, sendo caracterizadas pela extensdo tbnica dos membros posteriores
(BARROS; LEITE, 1986; FAINGOLD; FROMM, 1991). No ECM pode-se avaliar a
capacidade de substancias que agem em canais iGnicos com o0 potencial para

impedir a génese e/ou a propagacédo das convulsdes (PORTER et al., 1983).
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Investigando a acdo do TAN neste teste, foi possivel observar que nas doses
de 300 mg/kg e 400 mg/kg, a substancia em experimento foi capaz de reduzir
significativamente a duracdo das convulsdes tbnicas quando comparadas ao grupo
veiculo, e de modo semelhante ao farmaco padréo, fenitoina.

No ECM, substancias que atenuam as convulsdes generalizadas, ou seja, do
tipo tonico-clonicas, possuem o potencial de prevenir a propagacdo da descarga
elétrica através dos neurdnios, diminuindo assim a duracdo das convulsbes e
aumentando o limiar para o aparecimento de novas crises, sendo caracterizadas
portanto como potenciais agentes anticonvulsivantes (LUSZCZKI et al., 2010; YA'U
et al., 2008; SWINYARD, 1969; LOSCHER; FASSBENDER; NOLTING, 1991).

Nesse contexto o TAN pode estar atenuando as crises epilépticas nesse
modelo através de um possivel envolvimento dos canais de sédio. Para a
confirmacéo dessa via, seria necessario o uso de metodologias como por exemplo
do “patch-clamping” para investigagdo da participacdo dos canais de sédio (OLIVA;
BERKOVIC; PETROU, 2012).

Um estudo realizado por Wozniak e colaboradores (2018) demonstrou que o
Oleo essencial de Thymus vulgaris exerceu protecdo contra crises induzidas por
ECM. Dentre os principais compostos isolados do 6leo, o borneol, timol e eugenol,
numa dose fixa de 300 mg/kg, dose semelhante a utilizada no presente estudo pela
mesma via intraperitoneal, igualmente exerceu uma protecdo ainda maior contra
convulsBes induzidas por descargas elétricas.

Outra metodologia validada e largamente utilizada até hoje para triagem de
novas substancias anticonvulsivantes é o teste das convulsées induzidas pelo PTZ
(RANDRIANARIVO et al., 2016; MESDAGHINIA et al., 2019; NOZADZE et al., 2011,
MEHLA et al., 2010). O PTZ é uma ferramenta farmacologica que promove sua acao
convulsivante por meio do antagonismo dos receptores ionotropicos inibitorios
GABAA. Essa via possui o GABA como como um importante neurotransmissor
inibitério no cérebro (SILAMBUJANAKI et al.,, 2010) e o aprimoramento da
neurotransmissdo GABAérgica inibe ou atenua convulsdes, enquanto que a falha
desse sistema de neurotransmissdo pode precipitar/facilitar a ocorréncia das
convulsdes (SHIN et al., 2011; AMABEOKUA et al., 2007). Além desse mecanismo o
PTZ ainda pode causar excitacdo neuronal através da ativacdo de canais de sodio
diretamente na membrana do neurdnio (SMITH; WHITE; WILCOX, 2007; LOSCHER,
SCHIMIDT, 1988; FAINGOLD, 1987).
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Medicamentos anticonvulsivantes padrdao, como diazepam e fenobarbital,
apresentam potencial para proteger de convulsbes induzidas por PTZ em
camundongos (MAHOMED; OJEWOLE, 2006; PRAVEEN, et al., 2013).

Os resultados obtidos nesta etapa de experimentos demostram que o TAN
aumentou a laténcia para a primeira manifestacdo convulsiva (laténcia para
espasmo), bem como aumentou a laténcia para o surgimento da primeira convulsao
tbnico-clonica. Além disso, diminuiu a duracdo das convulsdes tdnico-clonicas
guando comparado ao grupo veiculo. Esses dados demonstram um efeito protetor
do TAN que foi capaz de atenuar e até inibir o surgimento das crises tdnico-clonicas.
Esse resultado foi expressivo e pode ser observado nos animas tratados com a dose
de TAN 400 mg/kg. As doses de 200 e 300 mg/kg apesar de diminuirem a duracéo e
aumentarem a laténcia para as convulsbes, ndo apresentaram resultados
estatisticamente significantes em relagdo ao veiculo.

No grupo tratado com diazepam, substéancia utilizada como padréo, também
pode-se observar um aumento da laténcia para espasmo e diminuicdo da duracao
das crises, demonstrando um efeito protetor semelhante ao observado no
tratamento com TAN. O diazepam, sendo um benzodiazepinico, atua inibindo as
convulsdes ao potencializar a agdo do GABA nos seus canais de cloreto associados
ao receptor GABAa, faciltando dessa forma a transmissdo GABAérgica,
hiperpolarizando os neurbnios e aumentando o limiar para o desencadeamento das
crises convulsivas (BORMANN, 1991; GOODMAN; GILMAN, 2018).

A protecdo também se estendeu a taxa de mortalidade dos animais em todas
as doses do TAN e no grupo diazepam. Esses resultados demonstram que o TAN
na dose de 400 mg/kg apresenta um efeito anticonvulsivante e neuroprotetor, assim
como as doses de 200 e 300 mg/kg que mesmo ndo sendo capazes de inibir as
convulsbes protegeram o0s animais da morte, apresentam também um efeito
neuroprotetor.

Os resultados comportamentais encontrados no teste do PTZ séo suportados
pelas analises eletroencefalograficas realizadas neste experimento, e estas foram
divididas em trés etapas, segundo o delineamento experimental: basal, tratamento e
administracao do PTZ.

Durante o periodo para o estabelecimento da linha basal dos animais, nao foi
observada diferenca na amplitude das ondas registradas ou alteragcdo no perfil

eletroencefalografico, como era esperado. Esse controle da linha basal de cada
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animal em experimento se faz importante para a posterior comparagdo e
quantificacdo dos dados apos os tratamentos e administracédo do PTZ.

Na administracdo do tratamento, também foi realizada a analise da amplitude
das ondas entre os grupos, e nao foi observada diferenca significante entre o grupo
veiculo e o diazepam. Ja os grupos tratados com TAN apresentaram uma ligeira
diminuicdo na amplitude das ondas em comparagcdo com o grupo veiculo. Isso pode
ser explicado devido ao efeito depressor do TAN no SNC, sendo um indicativo de
uma possivel acdo via GABAérgica (HERBERG; WILLIAMS, 1983). O diazepam é
uma droga que age por via GABAérgica e ndo apresenta um perfil depressor das
ondas no EEG, entretanto essa pode ser uma caracteristica intrinseca do perfil
eletroencefalografico do TAN, uma vez que diferentes substancias psicotropicas
apresentam sua propria “impressao digital” de EEG (DIMPFEL, 2003).

Em sequéncia, logo apoés a injecdo do PTZ foram analisados os 3 minutos do
periodo inicial do tempo total de 15 minutos desta etapa, em que se observa que 0
grupo veiculo ja apresentava um aumento da amplitude das ondas encefalograficas
em 60 segundos apés administracdo. Em contrapartida os grupos tratados com TAN
foram capazes de diminuir essa amplitude, em que as doses de 300 e 400 mg/kg
difeririam significativamente do grupo veiculo. Esses dados podem ser observados
tanto nos graficos de amplitude em funcédo do tempo, como nos representativos do
periodo em barras.

Para uma melhor visualizacdo, os dados da amplitude apés a injecédo do PTZ
foram separados por grupo de animais, e referenciados com seu respectivo perfil
eletroencefalografico ao lado, para 0 mesmo intervalo de tempo. Na representacéo
do EEG do grupo veiculo é possivel observar um padrdo de ondas hipersincronica,
com alta amplitude e baixa frequéncia, que dao inicio as crises convulsivas. O EEG
desse grupo aponta uma hiperexcitabilidade neuronal com despolarizacéo
paroxistica, em que o0s animais tratados com salina, ap06s a inje¢cdo do PTZ,
aumentaram a frequéncia da taxa de disparo neuronal e a duracédo do potencial de
acao, sendo um indicativo do aumento da excitabilidade neuronal de processos de
convulsédo (FARAJNIA et al., 2011).

Referente a dose TAN 200 mg/kg observa-se uma atenuacdo na amplitude
com picos mais espacados e na dose de TAN 300 mg/kg ha um aumento na laténcia
para o0 aparecimento dos picos bem como estes se apresentam com menor

amplitude. Nesses grupos nota-se uma mudanca do perfil eletroencefalografico em
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relacdo ao veiculo, mesmo com a presenca das convulsées ocorre uma diminui¢cao
na taxa de disparos e na duracdo da despolarizagdo dos potenciais de acao,
atenuando as convulsdes (FARAJNIA et al., 2011).

O mesmo pode ser visualizado no grupo tratado com TAN 400 mg/kg em que
o0 padrdo de ondas caracteristico das crises ndo se forma durante esse periodo,
apresentando apenas picos referentes a espasmos. O tratamento com TAN 400
mg/kgm, especificamente, levou ao desaparecimento completo do deslocamento da
despolarizacdo paroxistica, que foi desencadeado pelo PTZ. Esse resultado
corrobora com os achados comportamentais em que TAN 300 e 400 mg/kg
aumentam a laténcia para espasmo, surgimento da primeira convulsdo e da sua
duracdo em relacéo ao veiculo, demonstrando um efeito protetor.

JA o grupo tratado com o diazepam também apresenta um
eletroencefalograma normal sem alteragbes com caracteristicas de convulsoes,
como esperado. A atividade epiléptica pode ser inibida por medicamentos que
favorecem a neurotransmissdo inibitéria mediada por receptores GABAa, como
benzodiazepinicos e fenobarbital (MACDONALD; KELLY, 1995), como mencionado
anteriormente. O diazepam, utilizado como padrdo neste experimento, € um
agonista do sitio de ligacdo dos benzodiazepinicos no complexo receptor GABAa, e
suprime os disparos neuronais induzidos pelo PTZ tanto durante a despolarizacéo
como durante a fase de hiperpolarizacdo, sendo capaz de romper com esses
disparos repetitivos por gerar longos potenciais pOs-sinaptico inibitorios
(CHEVALLIER, 1996).

Um estudo do nosso grupo de pesquisa, utilizando a mesma metodologia
comportamental e analise eletroencefalografica evidenciou que o monoterpeno 4-
terpineol inibiu as crises convulsivas e também reduziu a amplitude das ondas no
EEG (NOBREGA et al., 2014). Farajnia e colaboradores (2011) relataram o potencial
anticonvulsivante da tarragona, uma substancia derivada de 6leo essencial, através
do teste das convulsbes induzidas pelo PTZ e avaliacdo eletroencefalografica.
Nesse experimento foi constatado que a substancia, derivada do produto natural, foi
capaz de inibir a atividade epiléptica induzida pelo PTZ, via ativacdo de receptores
GABAa e indiretamente pela via de inibicdo de canais idnicos.

J& outro estudo conduzido por Machado e colaboradores (2015) demonstrou
que o ferulato de isopentila um composto da mesma classe dos fenilpropanoides



63
GUEDES, E. C. Discussao

como TAN, apresentou uma atividade anticonvulsivantes no teste do PTZ com
possivel envolvimento da via GABAérgica.

Esses trabalhos evidenciam o potencial anticonvulsivante de substancias
provenientes de Oleos essenciais, como o TAN, em modelos animais para
investigagéo de substancias anticonvulsivantes.

O eletroencefalograma e a analise de espectro de poténcia tém sido
amplamente utilizados para identificar a natureza da acdo farmacoldgica de drogas
no SNC (GHOSH et al., 1989; BARBANQOJ et al., 2006; DIMPFEL, 2009). A atividade
neural como uma somatéria de potencias elétricos em um determinado momento
especifico reflete um estado cerebral funcional que compreende seus processos
dindmicos (LEHMANN et al., 1998). A andlise do EEG tem sido sugerida como uma
técnica importante para identificar a atividade antiepiléptica de um composto
neuroativo (DIMPFEL, 2003).

Até o momento ndo havia estudos sobre o perfil eletroencefalogréafico do TAN
ou sua modulacdo durante a convulsdo. Esse estudo aponta que o TAN na dose de
400 mg/kg foi capaz de atenuar, retardar e inibir as convulsdes induzidas pelo PTZ
nesse protocolo em camundongos, demonstrando um efeito protetor nas crises do
tipo tbnico-clbnica tanto no parametro comportamental, como através do perfil
eletroencefalografico. Apesar de ndo apresentarem um efeito anticonvulsivante o
TAN nas doses de 200 e 300 mg/kg apresentou um registro com picos atenuados.
Os graficos de amplitude do EEG confirmam a atividade anticonvulsivante do TAN,
gue diminuiu a amplitude e a frequéncia da taxa de disparos induzido pelo PTZ,
gerando um efeito protetor por uma possivel inibicdo na propagacdo das crises, e
retardando para o aparecimento da préxima convulsao, provavelmente por aumentar
0 periodo de potenciais de acdo pos-sinaptico inibitérios, como o diazepam.

A base molecular da epilepsia em humanos ainda permanece incerta, sendo a
farmacoterapia direcionada para o controle dos sintomas e supressao das
convulsdes. Atualmente, o uso clinico de medicamentos antiepiléticos € limitado
devido a sua resisténcia e efeitos colaterais relacionados ao SNC. Esse efeito é
especialmente pronunciado em pacientes com epilepsia do lobo temporal (ELT) nos
guais é observada a progressdo da doenca e um alto grau de resisténcia ao
tratamento (O'DELL et al., 2012). Os medicamentos anticonvulsivantes atuais
mostram eficécia limitada contra crises recorrentes espontaneas e sao incapazes de

interferir com a fisiopatologia subjacente a doenca, além disso geram um impacto
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negativo na qualidade de vida dos pacientes. Consequentemente, sdo necessarias
estratégias inovadoras de tratamento antiepileptogénico para atrasar ou impedir o
aparecimento da doenca (PITKANEN; ENGEL, 2014). Portanto, um dos principais
objetivos do desenvolvimento de novos medicamentos antiepiléticos € introduzir
medicamentos que atuem em alvos moleculares na epileptogénese.

Um modelo animal que mimetiza a epilepsia sintomatica observada na pratica
clinica é o kindling ou modelo do abrasamento. Dessa forma, a investigacdo de
drogas utilizando esse modelo fornece dados sugestivos de eficacia clinica
(LOSCHER, 2002b; MEHLA et al., 2010).

Esse teste se fundamenta na aplicagdo de estimulos subconvulsivantes
repetitivos, seja quimico ou elétrico, gerando o desenvolvimento progressivo de
convulsdes que se agravam nos ultimos dias de tratamento (RACINE; GARTNER,;
BURNHAM, 1972; RAHMATI et al.,, 2013; YU et al.,, 2019). A utilizacdo desse
modelo permite a investigacdo de possiveis mecanismos epileptogénicos, bem como
das manifestacbes comportamentais das convulsbes ao logo dos dias de
experimento (STONE; GOLD, 1988; KUMAR; LALITHA; MISHRA, 2013).

Neste estudo, a administracdo intraperitoneal de PTZ numa dose
subconvulsivante de 30 mg/kg, em dias alternados, durante 31 dias, gerou uma
susceptibilidade para surgimento de convulsbes espontaneas a partir da décima
sexta injecdo do PTZ. Esse resultado pode ser observado no grupo veiculo + PTZ,
gue ao longo do experimento teve um aumento dos escores atingindo a maior média
no penultimo e dltimo dia de tratamento, como previsto.

No estudo realizado por Sancheti e colaboradores (2014), a dose
subconvulsiva de PTZ (35 mg/kg), quando administrada pela mesma via
intraperitoneal em dias alternados, levou mais tempo para que os camundongos
entrassem no estado de “kindling” do que no presente estudo. Os autores relatam
gue o abrasamento ocorreu apos a vigésima quarta inje¢do do PTZ, porém, a partir
do quarto dia de experimento, ja foi possivel observar uma alteracdo
comportamental do grupo veiculo + PTZ pelo aumento dos escores.

Os dados acima apontam que as doses subconvulsivantes do PTZ comegam
a induzir o abrasamento nos animais a partir do quarto dia de administragdo, como o
achado neste estudo, favorecendo o0 aparecimento das crises espontaneas
(DAVOUDI et al., 2013).
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O grupo tratado com a substancia padrao, diazepam (2 mg/kg), foi capaz de
prevenir as convulsdes induzidas pelo PTZ, levando a uma diminui¢cdo significativa
na meédia dos escores. Esse grupo apresentou regularidade nos escores
permanecendo com a média abaixo de 1, durante todo o experimento, confirmando
a protecéo esperada por essa substancia.

Os animais tratados com TAN 100 mg/kg apresentaram um perfil de resposta
semelhante ao diazepam. Essa dose foi capaz de diminuir a média dos escores,
mantendo abaixo de 1 durante todo o experimento, evidenciando um efeito protetor
diante das repetidas exposi¢coes dos animais ao PTZ. Entretanto, as doses de 200 e
300 mg/kg do TAN nao foram capazes de proteger os animais da convulséo, em que
a partir do décimo nono dia elevou os escores acima do grupo veiculo + PTZ sendo
um indicativo de um possivel efeito neurotoxico. Contudo, a dose de 200 mg/kg, no
dia mais critico de experimento para o grupo veiculo, trigésimo dia, foi capaz de
reduzir a média dos escores.

A epileptogénese € um processo gradual pelo qual o cérebro normal é
convertido em cérebro epiléptico. E sabido que a hiperexcitabilidade e a liberacéo de
espécies reativas de oxigénio sdo um dos processos associados a epileptogénese
(BONDY, 1995). Na inflamag&o do PTZ, o efeito convulsivo € produzido em varios
sistemas de neurotransmissores, como 0s sistemas GABAEérgicos, adenosinérgicos
e glutamatérgicos e pode produzir alteracdes morfolégicas no hipocampo, incluindo
morte neuronal, brotamento axonal e dendritico, gliose, reorganizacdo molecular das
membranas e proteinas da matriz extracelular e intermediarios envolvidos na
homeostase celular (PITKANEN; SUTULA, 2002).

O PTZ também desencadeia uma variedade de processos bioguimicos, como
a ativacdo de fosfolipases membranas, proteases e nucleases. Alteracoes
marcantes no metabolismo de fosfolipidios de membrana em animais “kindled” (que
sofreram abrasamento quimico) resultam na liberagdo de &cidos graxos livres,
diacilglicerdis, eicosandides, peroxidase lipidica e radicais livres. O PTZ também
causa a reducdo simultanea nos niveis de glutationa, uma enzima endogena que
reage com os radicais livres e impede a geracdo de radicais hidroxilas nesses
animais (ATILLA et al., 2005; SHINETAL, 2011). Assim, foi comprovado que varios
compostos com potencial antioxidante podem impedir o processo de epileptogénese
no modelo do kindling induzido pelo PTZ (MEHLA et al.2010).
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O TAN possui estudos com atividade antioxidante, em que apresenta um
efeito neuroprotetor contra uma lesdo induzida por isquemia cerebral,
privacao/reoxigenacdo de oxigénio-glicose, in vitro. Os pesquisadores relatam que
essa protecdo pode estar diretamente ligada a sua capacidade de inibir a
excitotoxicidade, estresse oxidativo e disfungcdo mitocondrial (RYU et al., 2014).

Além disso, outros estudos demonstraram que seu efeito antioxidante in vitro
€ atribuido a sua capacidade de sequestrar radicais livres, diminuindo as
concentracfes de espécies reativas de oxigénio (CHAINY et al., 2000; SAHPAZ et
al., 2002). Sua atividade antioxidante & semelhante a de outros compostos fendlicos,
sendo dependente de ligacdes duplas conjugadas (CHAINY et al., 2000).

Assim, o TAN pode aumentar os niveis intracelulares de glutationa e
glutationa-s-transferase, inibindo a peroxidacao lipidica (CHAINY et. al, 2000;
LUBET et al., 1997). A glutationa € uma forma antioxidante endégena e impede a
geracdo de radicais hidroxila, que € a forma mais toxica de radicais livres
(GOLECHHA et al.,, 2010). Nesse contexto, o TAN pode atenuar convulsdes e
proteger os neurdnios da neurodegeneracdo causada pelos radicais livres em
excesso produzidos durante as convulsées, sendo esse um dos seus possiveis
mecanismos de acao.

O TAN apresentou um controle significativo das convulsfes tanto no teste do
PTZ, quanto no teste do ECM, o0 que ressalta o potencial anticonvulsivante dessa
substancia. Isso sugere a realizagcdo posterior de estudos de mecanismo de acéo,
como por exemplo, 0 uso de antagonista seletivo para sitio benzodiazepinico do
receptor GABAA,, flumazenil, para investigacéo e confirmag¢édo do envolvimento da via
GABAérgica (GOLECHHA, et al., 2014), bem como avaliar seu possivel efeito e
neuroprotetor, in vivo, pela quantificacdo de agentes antioxidantes como a glutationa
e peroxidacéo lipidica (GUPTA; KUMAR; SRIVASTAVA, 2003).

Em resumo, os resultados deste trabalho demonstram o potencial
anticonvulsivante de um produto natural, derivado de 6leo essencial, em modelos
classicos de convulsdo, se mostrando efetivo tanto em modelos agudos, quanto em
modelo cronico, apresentando também uma possivel atividade antiepileptogénica.
Alem disso, o TAN, apresentou resultado nos testes comportamentais que foram

corroborados pelo seu perfil eletroencefalogréfico.
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Resultados como estes exibem a potencialidade desse fenilpropanoide,
fornecendo um caminho para futuras investigacdes sobre os possiveis mecanismos

de acao pelos os quais o0 TAN exerce seu efeito no SNC.
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8. CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos nesse estudo sobre a acdo do TAN em

modelos de convulsdo, pode-se constatar que:

O TAN apresentou atividade anticonvulsivante em protocolos agudos
classicos para investigacao de drogas anticonvulsivante, nas doses de 300 e
400 mg/kg no teste por inducéo elétrica (ECM) e na dose de 400 mg/kg por
inducado quimica (teste do PTZ);

No teste das convulsées induzidas pelo PTZ, o TAN apresentou um perfil
eletroencefalografico com diminuichio da amplitude das ondas
eletroencefalograficas e dos disparos neuronais com indicativo de acao
anticonvulsivantes que corrobora com os dados comportamentais obtidos;

A dose de 100 mg/kg do TAN apresentou um efeito antiepileptogénico em
modelo animal crénico de abrasamento que mimetiza a epilepsia em
humanos. Ja as doses de 200 e 300 mg/mg néo foram capazes de proteger
0s animais das convulsdes;

Os achados caracterizam a relevancia da atividade anticonvulsivante desse
produto natural e direciona estudos posteriores para investigacdo do

mecanismo de acdo dessa substancia no SNC.
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