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O alcool cinamico reduz a excitotoxicidade, o estresse oxidativo e a neuroinflamacéo

em camundongos submetidos a modelos de crises epilépticas induzidas por
pentilenotetrazol.

(Tese — PPgPNSB/CCS/UFPB, 2021)

Monteiro, A. B.

RESUMO

Alcool cinamico (AC) é um fenilpropanoide encontrado no 6leo essencial das cascas
de espécies do género Cinnamomum spp. Schaeff. (Lauraceae Juss.), popularmente
conhecidas como canela. O objetivo principal foi avaliar o efeito antiepiléptico e
neuroprotetor do AC e seus possiveis mecanismos de acdo em camundongos
submetidos a modelos de crises epilépticas induzidas por pentilenotetrazol (PTZ).
Camundongos machos Swiss foram pré-tratados com AC (0,3 - 25 mg/kg, i.p.) e, 60
minutos apds, cada animal recebeu o PTZ (80 mg/kg ou 30 mg/kg, i.p.) para inducao
dos modelos agudo e de abrasamento quimico, respectivamente. No modelo agudo,
0S parametros comportamentais analisados foram: laténcia para primeira crise
epiléptica tbnico-clénica generalizada (LC), intensidade da primeira crise (IC) e
laténcia para a morte (LM). Por sua vez, no modelo de abrasamento quimico foi
registrado a laténcia para a primeira crise epiléptica ténico-clénica bilateral focal
(LCF), durante 21 dias. Para investigar o mecanismo de acdo do AC foram
realizados testes de antagonismo por flumazenil (antagonista benzodiazepinico),
andlises neuroquimicas (malondialdeido - MDA, nitrito e glutationa reduzida - GSH)
e histomorfométricas em amostras de hipocampo de camundongos submetidos ao
modelo agudo. O tratamento com o AC aumentou a LC (até 81,7%) e a LM (82,7%),
mas sem alterar a IC em relacéo ao grupo veiculo. O pré-tratamento com flumazenil
reverteu parcialmente os efeitos do AC frente a LC (76,0%) e a LM (86,4%). As
andlises neuroquimicas indicaram que o AC reduziu a concentracdo de MDA
(34,8%) e nitrito (46,3%) e aumentou a concentracdo de GSH (50,5%). As andlises
histomorfométricas mostraram uma reducdo da inflamacdo e aumento da
preservacao neuronal (22,7%) no hipocampo dos camundongos pré-tratados com o
AC e submetidos ao modelo agudo. Os resultados do modelo de abrasamento
quimico, também, mostraram significativa protecdo registrada pelo aumento da LCF
(33,9 - 47,3%) em relacdo ao grupo veiculo. Portanto, os possiveis mecanismos
envolvidos na atividade antiepiléptica e neuroprotetora do AC envolvem, pelo menos
em parte, a interagdo com o receptor GABAA e diminuicdo da excitotoxicidade,
reducdo do estresse oxidativo e do processo neuroinflamatério. Os achados desse
trabalho indicam que o AC é um composto dotado de efeitos farmacol6gicos sobre o
sistema nervoso central, com potencial efeito neuroprotetor frente a doencas
neurodegenerativas, como as epilepsias.

Palavras-chave: Oleos essenciais. Cinnamomum. Fenilpropanoides. Derivado
cinamico. Neuroprotecdo. Antioxidante. Antineuroinflamatorio.



Cinnamic alcohol reduces excitotoxicity, oxidative stress and neuroinflammation in
mice submitted to a pentylenetetrazole induced epileptic seizure models.

(Thesis — PPgPNSB/CCS/UFPB, 2021)

Monteiro, A. B.

ABSTRACT

Cinnamic alcohol (CA) is a phenylpropanoid found in the essential oil of the bark of
species of the genus Cinnamomum spp. Schaeff. (Lauraceae Juss.), popularly
known as cinnamon. The aim was to evaluate the antiepileptic and neuroprotective
effect of CA and its possible mechanisms of action in mice submitted to a
pentylenetetrazole (PTZ) induced epileptic seizure models. Swiss male mice were
pre-treated with CA (0.3 - 25 mg/kg, ip) and, 60 minutes later, each animal received
PTZ (80 mg/kg or 30 mg/kg, ip) to induce acute and chemical kindling models,
respectively. In the acute model, the behavioral parameters analyzed were: latency
for the first generalized tonic-clonic epileptic seizure (LC), intensity of the first seizure
(IC) and latency for death (LM). In turn, in the chemical kindling model, the latency for
the first focal bilateral tonic-clonic epileptic seizure (LCF) was recorded for 21 days.
Flumazenil antagonism test, neurochemical (malondialdehyde - MDA, nitrite and
reduced glutathione - GSH) and histomorphometric tests were performed to
investigate the CA mechanism of action in samples of the hippocampus of mice
submitted to the acute model. Treatment with CA increased the LC (up to 81.7%) and
the LM (82.7%), but without changing the IC in relation to the vehicle group.
Pretreatment with flumazenil partially reversed the effects of CA compared to LC
(76.0%) and LM (86.4%). The neurochemical analyzes indicated that the CA reduced
the concentration of TBARS (34.8%) and nitrite (46.3%) and increased the
concentration of GSH (50.5%). Histomorphometric analyzes showed a reduction in
inflammation and an increase in neuronal preservation (22.7%) in the hippocampus
of mice pretreated with CA and submitted to the acute model. The results of the
chemical kindling model, also, showed significant protection registered by the
increase in LCF (33.9 - 47.3%) in relation to the vehicle group. Therefore, the
possible mechanisms involved in the antiepileptic and neuroprotective activity of CA
involve, at least in part, the interaction with the GABA, receptor and decreased
excitotoxicity, reduction oxidative stress and the neuroinflammatory process. The
findings of this study indicate that CA is a compound with pharmacological effects on
the central nervous system, with a potential neuroprotective effect against
neurodegenerative diseases, such as epilepsy.

Keywords: Essencial oils. Cinnamomum. Phenylpropanoids. Cinnamic derivative.
Neuroprotection. Antioxidant. Anti-neuroinflammatory.
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1. INTRODUCAO

As epilepsias sdo doencas neurodegenerativas  caracterizadas,
primariamente, por uma predisposicdo para gerar crises epilépticas recorrentes e
espontaneas, associadas a mecanismos moleculares neurotoxicos (TAI et al., 2018;
FISHER et al., 2018). Por sua vez, as crises epilépticas sao condi¢des transitorias de
sinais e/ou sintomas em resposta a uma sincronia neuronal anormal ou a uma
atividade cerebral excessiva (FALCO-WALTER; SCHEFFER; FISHER, 2018;
FISHER et al., 2005).

Os disturbios epilépticos afetam cerca de 1% (> 50 milhdes) da populacéao
mundial (WHO, 2020; ACEVEDO et al., 2019) com consequéncias negativas sobre
0S aspectos neurobioldgicos, cognitivos, psicologicos e sociais dos individuos
(FISHER et al., 2014; FISHER et al., 2005). Entre as terapias clinicas disponiveis, o
tratamento medicamentoso € o mais comum. As drogas antiepilépticas (DAES) séo
usadas profilaticamente, para reduzir a gravidade e o numero de crises, sendo
dotadas, no entanto, de efeitos adversos, incluindo sedacéo, nduseas e vomitos, que
comprometem a qualidade de vida dos pacientes (YACUBIAN; COTRERAS-
CAICEDO; RIOS-POHL, 2014; PERUCCA; GILLIAM, 2012). Além disso,
aproximadamente 30% dos pacientes apresentam epilepsias refratarias a maioria
das DAEs e, consequentemente, ndo desenvolvem uma resposta adequada ao
tratamento farmacolégico (ENGEL, 2016; KWAN et al., 2010).

Portanto, torna-se cada vez mais relevante a busca por compostos com
provaveis atividades antiepiléptica e/ou neuroprotetora, que futuramente possam ser
avaliadas clinicamente como possiveis novas DAEs para o controle, eficaz e seguro,
das crises epilépticas e reducdo da neurodegeneracdo associada as epilepsias.
Nesse contexto, 0s 6leos essenciais e seus constituintes quimicos tém se mostrado
como uma alternativa promissora para o tratamento de diversas doencas do sistema
nervoso central (SNC) (GULLUNI et al., 2018; ALI et al., 2015; DOBETSBERGER,;
BUCHBAUER, 2011; EDRIS, 2007). Em particular, alguns estudos destacam o
potencial beneficio do uso de fitoconstituintes de Oleos essenciais para o controle
clinico das crises epilépticas (AUDITEAU et al., 2019; LEWIS et al., 2018; REDDY;
GOLUB, 2016; GOLDSTEIN, 2016; ABDOLLAHI FARD; SHOJAII, 2013; SPINELLA;
2001).
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O élcool cindmico (AC), ou alcool cinamilico, € um fenilpropanoide encontrado
no oleo essencial das cascas de espécies do género Cinnamomum spp. Schaeff.
(Lauraceae Juss.), tais como Cinnamomum verum J.Presl (Canela-verdadeira ou
Canela real do Ceildao) e C. cassia Nees ex Blume (Canela-chinesa ou Cassia)
(RIBEIRO-SANTOS et al., 2017; ANDRADE et al., 2012; ARCHER, 1988; KOKETSU
et al., 1997; GROSS; BOLKART; ZENK, 1968). Estudos farmacoldgicos néo clinicos
reportaram importantes atividades do AC sobre o SNC, tais como efeitos ansiolitico-
simile e antinociceptivo (DE ANDRADE et al., 2020), sedativo e antidepressivo-
simile (SAKINA; DANDIYA, 1990), antineuroinflamatério (THEODOSIS-NOBELOS et
al., 2015; HO; CHANG; CHANG, 2013; LIAO et al., 2012; LEE, 2009) e neuroprotetor
(STAVINOHA; VATTEM, 2015; ESSA et al.,, 2012). Assim, diante do potencial
neurofarmacolégico desse composto, a presente tese visou avaliar o efeito
antiepiléptico e neuroprotetor do AC e seus possiveis mecanismos de acdo em
camundongos submetidos a modelos de crises epilépticas induzidas por

pentilenotetrazol.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1. Epilepsias e crises epilépticas

De acordo com registros escritos (~400 a.C.), as epilepsias estdo entre as
doencas mais antigas reconhecidas na humanidade, as quais durante séculos foram
rotuladas como maldi¢cées dos Deuses, possessao, magia e bruxaria, mas que ainda
hoje sdo motivos de estigma social para muitos pacientes (GOMES, 2006; MASIA,;
DEVINSKY, 2000).

As epilepsias sdo doencas cerebrais cronicas (neurodegenerativas)
caracterizadas, primariamente, por uma predisposicao para gerar crises epilépticas
(ou convulsdes — termo em desuso) imprevisiveis, recorrentes e espontaneas. Por
sua vez, crises epilépticas sdo manifestacdes transitérias de sinais e/ou sintomas em
decorréncia de uma atividade neuronal anormal e excessiva (FALCO-WALTER,;
SCHEFFER; FISHER, 2018; FISHER et al., 2014; FISHER et al., 2005).
Clinicamente, as crises epilépticas podem variar desde breves lapsos de atencdo e
espasmos até contracdes musculares vigorosas e graves (WHO, 2020).

Os disturbios epilépticos estdo entre as doencas neuroldgicas crbnicas mais
comuns. Estima-se que aproximadamente 1% da populacdo mundial (> 50 milhdes)
possua algum tipo de epilepsia, destes quase 80% vivem em paises de baixa e
média renda, onde cerca de 140 por 100.000 pessoas sdo diagnosticadas com
epilepsia a cada ano. A taxa de mortalidade global anual estimada varia de 1 a 8 por
100.000 habitantes, enquanto este mesmo indice na América Latina é de 1,1,
superior ao dos Estados Unidos e Canadéa que é de 0,4 (WHO, 2020; ACEVEDO et
al., 2019).

Hé& poucos estudos sobre a prevaléncia ou incidéncia de epilepsias no Brasil.
No entanto, de acordo com dados internacionais estima-se que no Brasil haja,
aproximadamente, 1,8 milhdes de pessoas com epilepsia ativa (estimativa de 1% de
prevaléncia pontual) e 9 milhdes de pessoas que ja apresentaram crises epilépticas
alguma vez ao longo da vida (GALLUCCI NETO; MARCHETTI, 2005). A prevaléncia
em paises de baixa e média renda se deve, provavelmente, ao maior risco de
infecgdo por doengas endémicas, como malaria ou neurocisticercose, assim como a
uma maior incidéncia de lesGes cerebrais causadas por acidentes no transito, lesdes

relacionadas ao parto e a baixa disponibilidade de programas preventivos de saude;
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esses sao alguns dos fatores associados ao desenvolvimento de epilepsias (WHO,
2020; ACEVEDO et al., 2019; DE BOER; MULA; SANDER, 2008).

Nesse contexto, as principais etiologias aceitas envolvem seis categorias: (1)
alteracdo estrutural, em razdo de uma lesdo cerebral de causas pré-natais,
perinatais ou acidentais; (2) fatores genéticos, como canalopatias’, anomalias
congénitas ou condi¢cdes genéticas com malformagBes cerebrais associadas; (3)
neuroinfeccdo, como meningite ou neurocisticercose?; (4) disttrbio metabélico, como
a deficiéncia cerebral de folato; (5) doenca autoimune, como encefalite limbica; e (6)
causas desconhecidas, cuja etiologia permanece incerta. Essas causas ndo sao
exclusivas ou hierdrquicas, porém sao as mais aceitas e podem estar presentes
concomitantemente e auxiliar no diagndstico do tipo de crise e do tipo de epilepsia
(FALCO-WALTER; SCHEFFER; FISHER, 2018).

A Liga Internacional Contra a Epilepsia (ILAE — International Ligue Against
Epilepsy) em 2018 propd6s uma classificacdo atualizada dos diferentes tipos de
crises epilépticas e epilepsias. Essas novas classificacdes permitem a inclusdo de
alguns tipos de crises anteriormente nao classificaveis e utilizam uma terminologia
mais acessivel (FALCO-WALTER; SCHEFFER; FISHER, 2018).

2.1.1. Tipos de crises epilépticas

As crises epilépticas sdo classificadas a partir do tipo do seu inicio, podendo
ele ser focal, generalizado, desconhecido ou néo classificado (Quadro 1).

As crises focais (anteriormente denominadas como parciais) ocorrem quando
o inicio da atividade neuronal anormal e excessiva envolve apenas uma regido do
cérebro. Crises focais sdo opcionalmente classificadas naquelas em que ndo héa
prejuizo da "consciéncia" ou naquelas com "consciéncia prejudicada", mas nao
perdida. Esses termos substituem os termos anteriores "simples" e "complexo",
respectivamente. Apos a consideracdo do nivel de consciéncia, a crise focal sera

classificada naquela com inicio "motor" ou "ndo motor", cada uma dessas com

! Canalopatias: doencas adquiridas ou hereditarias resultantes de uma atividade defeituosa de um ou
mais canais ibnicos apds mutacdes em genes que codificam as subunidades desses canais (DA
SILVA; DE SOUZA; DA SILVA, 2014).

% Neurocisticercose: infeccdo do sistema nervoso central, causada pela forma cistica da ténia do
porco (Taenia solium) (TAKAYANAGUI; LEITE, 2001).
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especificas subclassificacbes. As crises generalizadas secundéarias (também
conhecidas como parcial com ataques secundarios tonico-clénico generalizados)
agora sao denominadas de “crises ténico-clénicas bilaterais focais”, com o intuito de
restringir o termo “generalizado” apenas para as crises com inicio generalizado.

Por sua vez, as crises generalizadas ocorrem quando os dois hemisférios
cerebrais sdo ativados no inicio da crise, ou seja, a disseminacdo da atividade
neuronal anormal e excessiva é difusa e bilateral. Diferente das crises focais a
consciéncia € prejudicada na maioria das crises generalizadas. A classificacdo em
“‘motor” ou “ndo motor (auséncia)” também €& usada, cada uma dessas contendo
subclassificagdes.

As crises desconhecidas referem-se aquelas onde o inicio da atividade
neuronal anormal e excessiva € desconhecido, mas podendo manifestar efeitos
“motores” ou “nao motores”. Por fim, as crises nao classificadas permanecem como
uma categoria, embora o seu uso possa diminuir devido a presenca da categoria

“Iinicio desconhecido".

Quadro 1 - Classificacéo dos tipos de crises epilépticas e epilepsias de acordo com
a Liga Internacional Contra a Epilepsia (ILAE).

Crises epilépticas

Inicio focal ~
A S . . . . Nao
Consciéncia / Consciéncia Inicio generalizado Inicio desconhecido s
o classificado
prejudicada
Inicio motor Inicio motor Inicio motor
Atbnico Clénico Espasmos epilépticos
Automatismos Espasmos epilépticos Tonico-clénico
Cldnico Mioclénico Inicio ndo motor
Espasmos epilépticos Mioclénico-atbnico Parada comportamental
Hipercinético Miocldnico-tbnico-cldnico
Mioclénico Tdnico
Tdnico Tdnico-clbénico
Inicio nao motor Inicio ndo motor
Autonbémico Atipico
Cognitivo Mioclonia palpebral
Emocional Mioclénico
Parada comportamental Tipico
Sensorial
Tonico-clénica bilateral
focal
Epilepsias
Focais Generalizadas Comblnadqs Desconhecidas
(focal e generalizada)

Fonte: adaptado de FISHER et al. (2018).
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2.1.2. Tipos de epilepsias

Apos a classificacdo do tipo de crise epiléptica, € importante identificar o tipo
de epilepsia. Inicialmente, para classificar o tipo de epilepsia o paciente deve
enquadrar-se nos critérios de definicdo de epilepsia descrita por Fisher e
colaboradores em 2014: doenca cerebral caracterizada por: (1) pelo menos duas
crises ndo provocadas que ocorrem em intervalo maior que 24h; (2) uma crise néo
provocada e uma probabilidade de novas crises semelhantes ao risco geral de
recorréncia (pelo menos 60%) apOs duas crises ndo provocadas ocorrendo nos
préximos 10 anos; ou (3) diagnéstico de uma sindrome epiléptica: sindrome de
Doose®, sindrome de West*, sindrome de Dravet®, sindrome de Lennox-Gastaut®.
Pacientes que ndo atendem a esses critérios sao classificados apenas quanto ao
tipo de crise epiléptica (FALCO-WALTER; SCHEFFER; FISHER, 2018; FISHER et
al., 2014).

De acordo a ILAE, as epilepsias séo classificadas dentro das categorias:
focal, generalizada, combinada (generalizada e focal) e desconhecida (Quadro 1). O
grupo de epilepsia combinada generalizada e focal foi determinado em funcéo de
que existem sindromes epilépticas, como a sindrome de Dravet e a sindrome de
Lennox-Gastaut, nas quais € comum ter crises generalizadas e focais. No entanto,
os tipos de epilepsias sdo uma designacdo diferente da sindrome epiléptica, e 0s
dois ndo devem ser confundidos. Sindrome epiléptica € um conjunto de
caracteristicas eletroencefalogréficas e clinicas incorporadas ao tipo de crise do
paciente, bem como a idade de inicio e remisséo, fatores gatilhos de crises, variacao
ao longo do dia e prognostico, que podem estar associados a comorbidades

especificas, intelectuais e psiquiatricas. Porém, embora bem reconhecidas, ainda

® Sindrome de Doose: sindrome familiar rara que se manifesta por crises epilépticas mioclénicas
generalizadas.

* Sindrome de West: encefalopatia epiléptica que surge na lactancia caracterizada por espasmos
infantis.

® Sindrome de Dravet: epilepsia mioclonica grave da infancia. E uma encefalopatia progressiva
associada a crises de dificil controle.

® Sindrome de Lennox-Gastaut: tipo raro de epilepsia da infancia, caracterizada primariamente por
crises epilépticas frequentes de diversos tipos.
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ndo ha uma lista de classificagdo de sindromes de epilepsia formalmente
estabelecida pela ILAE (SCHEFFER et al., 2017; BERG et al., 2010).

2.2. Principais mecanismos moleculares neurotéxicos das crises epilépticas

Pacientes epilépticos tendem a manifestar, em logo prazo, sintomas de
degeneracdo cerebral, como declinio cognitivo e deméncia (TAl et al., 2018; FISHER
et al., 2018). Estudos mostraram que individuos com epilepsia do lobo temporal
(ELT), n&o controlada, podem desenvolver neurodegeneracdo progressiva, em
resposta a ciclos recorrentes de excitotoxicidade, estresse oxidativo e
neuroinflamacédo, em razdo das recorrentes crises epilépticas, sendo estes fatores
altamente indutores de morte neuronal com consequente perda do volume da
substancia cinzenta, resultando principalmente em atrofia cortical e hipocampal (TAl
et al.,, 2018; THOMPSON et al.,, 2015; BLACK et al.,, 2010; BELL et al.,, 2011;
HELMSTAEDTER; ELGER, 2009).

A seguir sdo descritos 0s trés principais mecanismos moleculares que sao
gerados durante crises epilépticas e que também contribuem na manutencdo e
agravamento das crises, bem como no desenvolvimento de processos de morte
neuronal (Figura 1). Apesar de serem apresentados individualmente, é importante
enfatizar que esses mecanismos agem de forma concomitante e influenciam na

geracdo um do outro através de ciclos de feedback positivo.
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Figura 1 - Mecanismos de excitotoxicidade, estresse oxidativo e neuroinflamacao
durante crises epilépticas.

Astrocito

Microglia (M1

)

__ TEstresse ___ Cascata _ _  Lesio NS @
oxidativo  apoptoética neuronal 4 Reticulo

Neurénio @ Endoplasmatico

Setas preenchidas indicam ativacdo direta. Setas tracejadas indicam ativacao
indireta. Setas vermelhas estdo associadas ao aumento da concentracdo de Ca?*
citosdlico. A pré-despolarizacdo desencadeada pela ativacdo dos receptores AMPA
e Cainato pelo glutamato (1) ird contribuir para a plena ativacdo dos receptores
NMDA (2), esses receptores catidnicos promoverdo o aumento do influxo de ions
Na" e Ca* e subsequente despolarizacdo das membranas neuronais que ativara
canais de Na" e Ca®" dependentes de voltagem (3) promovendo um influxo maior
desses fons. Por sua vez, a alta concentracdo de Ca®" citosdlico ativara os
receptores de rianodina (RyR), presentes no reticulo endoplasmatico, e promovera a
liberacéo de mais Ca* (4). A alta concentracdo de Ca*" citosolico ira contribuir para
desencadear o aumento do estresse oxidativo e ativacdo da cascata apoptética na
mitocondria, que resultardo em lesdo intracelular e peroxidacdo lipidica da
membrana, causando morte neuronal aguda (5). A morte neuronal ira promover o
desenvolvimento de um processo neuroinflamatorio pela ativacdo da micréglia em
seu perfil M1. A microglia M1 ativada ira promover o aumento na expressao e
liberacdo de mediadores pro-inflamatorios, tais como NO, via COX-2/PGE; e a
interleucina-1B8 (IL-1B). A ativagcdo da via COX-2/PGE, (6) ir4 facilitar as crises
epilépticas, através da ativacdo dos receptores GPCRs EP; que irdo modular
positivamente e indiretamente o aumento da concentracdo de Ca®" citosélico que,
por sua vez, ira favorecer o aumento do estresse oxidativo e a neurotransmissao
pré-sinaptica excitatoria pelo aumento da exocitose de glutamato. A PGE,, também,
ird favorecer indiretamente a expressdo de NO que mediara reagbes vasculares,
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como a dilatacdo e o aumento da permeabilidade da barreira hematoencefalica
(BHE) permitindo a migragdo de células inflamatorias periféricas (leucocitos
granulécitos e agranulécitos) para o parénquima cerebral, potencializando a
inflamacéo cerebral (7). Concomitantemente, a alta expressdo de IL-1B pela
microéglia M1 ira mediar diretamente a perda dos transportadores de glutamato
astroglial (8). Os transportadores de aminodcidos excitatérios presente nos
astrocitos tém papel importante na recaptura de glutamato da fenda sinaptica,
portanto o bloqueio desses transportadores irdo aumentar as concentracdes de
glutamato livre e assim contribuir para manter o ciclo excitotéxico. Imagem: Hugo
Fernandes Oliveira Pires e Alefe Brito Monteiro, 2021.

2.2.1. Excitotoxicidade glutamatérgica

O glutamato é o aminoacido excitatério mais abundante no sistema nervoso
central (SNC). Fisiologicamente, esse neurotransmissor atua na plasticidade
sinaptica, modulando o desenvolvimento neural, aprendizado, memoéria e a
sensacao da dor (VALLI; SOBRINHO, 2014; TRAYNELIS et al., 2010).

A excitotoxicidade € um processo em que o glutamato excessivo induz
mecanismos citotoxicos que causam disfuncdo e degeneracdo neuronal. E bem
aceito que as implicacdes da atividade excessiva do glutamato sdo muitas, desde
insultos neurodegenerativos agudos, como crises epilépticas, isquemia e leséo
cerebral traumatica, a distarbios neurodegenerativos crénicos, como epilepsias,
esclerose lateral amiotrofica, esclerose mudltipla, Parkinson e Alzheimer (VALLI;
SOBRINHO, 2014; LAU; TYMIANSKI, 2010). Estudos mostram que 0 excesso de
glutamato extracelular esta diretamente relacionado como um fator crucial no
desenvolvimento e manutencdo das crises epilépticas e morte neuronal em
pacientes com epilepsia (COULTER; STEINHAUSER, 2015; SEIFERT;
STEINHAUSER, 2013; SEIFERT; CARMIGNOTO; STEINHAUSER, 2010; LAU;
TYMIANSKI, 2010; DINGLEDINE; MCBAIN; MCNAMARA, 1990). Esse fato é bem
ilustrado em modelos animais de epilepsia onde o aumento da atividade
glutamatérgica € um importante mecanismo desencadeador de crises epilépticas
(MORIMOTO, 1989).

O glutamato € sintetizado a partir da glutamina por acdo da enzima
glutaminase. Na membrana pos-sinaptica o glutamato promove suas agfes através
de interacbes com receptores metabotropicos (mGIuRs) e ionotropicos (iGIuRs). Em
particular, quando o glutamato se liga aos dominios extracelulares de subunidades

de iGluRs, as proteinas que formam o canal sofrem altera¢cdes de conformacédo que
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permitem o fluxo de cations (Na*, Ca** e K*) através da membrana plasmaética, a
favor do seu gradiente eletroquimico, o que geralmente leva a despolarizacdo da
célula pos-sinaptica. Existem trés subtipos principais de canais id6nicos regulados
pelo glutamato que séo classificados de acordo com a sua ativacao pelos agonistas
seletivos AMPA (acido propiénico a-amino-3-hidroxi-5-metilisoxazol-4), cainato e
NMDA (N-metil D-Aspartato). Fisiologicamente, os receptores AMPA e cainato estao
relacionados a transmissédo sinaptica rapida no SNC e séo caracterizados pelas
expressivas cinéticas de ativacdo e desativacdo mediadas pelo influxo majoritario de
fons Na* e Ca?" e efluxo de K", respectivamente. A pré-despolarizacdo mediada por
esses receptores, também, é essencial para a ativacdo dos receptores NMDA. O
receptor NMDA forma um canal ibnico cujo poro esta constitutivamente bloqueado
pelo fon Mg®". A pré-despolarizardo mediada pelos receptores AMPA e cainato
promove a saida do fon Mg®* do poro e, portanto, sua ativacdo plena pelos agonistas
glutamato, aspartato e NMDA. A ativacdo dos receptores NMDA pelos agonistas
especificos, também sdo dependentes da ligacdo do aminoacido glicina que atua
como um modulador alostérico. Diferente dos receptores AMPA ou cainato, 0S
receptores NMDA tendem a permanecer abertos por mais tempo e permitem um
influxo significativo de fons Ca?* e Na‘, bem como o efluxo de K*, porém a
permeabilidade deste receptor pode variar conforme a organizacdo das quatro
subunidades proteicas que formam o canal e da sua localizacdo (PAOLETTI;
BELLONE; ZHOU, 2013). Portanto, é fato que a ativacdo do receptor NMDA pode
iniciar principalmente cascatas fisioldgicas de sinalizacdo intracelular dependentes
de Ca?*, como a exocitose de neurotransmissores e proteinas (LAU; TYMIANSKI,
2010). No entanto, em situacbes especificas, o alto influxo de Ca* para os
neurdnios, através deste receptor, pode resultar na ativacdo de cascatas de eventos
bioquimicos citotéxicos, em funcdo do aumento da concentracéo citosélica de Ca*",
tais como a hiperativagdo de sistemas enzimaticos (lipases, fosfolipases,
endonucleases, sintetases de Oxido nitrico e xantina oxidase) que podem
desencadear a producéo de radicais livres de oxigénio. O estresse oxidativo pode
lesionar e causar disfuncéo de organelas e macromoléculas importantes (proteinas e
lipidios) e, diretamente, o DNA, diminuindo a viabilidade de células neuronais
(AGUIAR et al.,, 2012). No entanto, vale ressaltar que a excitotoxicidade nédo é
considerada uma canalopatia. Em vez disso, pode ser uma resposta fisiol6gica

normal a um insulto ao SNC ou resultante da falha de mecanismos que retiram o
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glutamato da fenda sinaptica e diminuem a sua biodisponibilidade (VALLI;
SOBRINHO, 2014).

Ha pouca ou nenhuma reacdo metabodlica do glutamato na fenda sinaptica,
pois ndo ha uma enzima extracelular que o degrade, como ocorre com outros
neurotransmissores. Desse modo o0 glutamato pode continuamente interagir com
seus receptores até que seja removido. Os dois principais mecanismos que retiram o
glutamato do meio extracelular e regulam sua atividade sdo: a recaptacdo por
transportadores especificos e a degradacdo enziméatica intracelular (COULTER,;
STEINHAUSER, 2015).

Nesse contexto, os transportadores de aminoacidos excitatérios (EAATS) sao
essenciais para regular a concentracdo e o tempo de atuacdo do glutamato na fenda
sinaptica. Existem cinco tipos de EAATSs, que diferem ligeiramente de acordo com a
funcdo e localizagdo: transportador de aspartato-glutamato (GLAST ou EAAT1),
transportador de glutamato (GLT ou EAAT2) em astricitos, transportador de
aminodcido excitatério 3 (EAAC ou EAAT3), mais amplamente distribuido no cérebro
e em regides nao sinapticas, e os transportadores de aminoacidos excitatérios
EAAT4 e EAATS5, encontrados nas células de Purkinje e neurdnios retinianos,
respectivamente (BRIDGES; PATEL, 2008; SHIGERI; SEAL; SHIMAMOTO, 2004). A
rapida retirada do glutamato da sinapse por seus transportadores é essencial para a
neurotransmissao excitatoria normal e prevencéo contra a toxicidade induzida pelo
glutamato (YERNOOL et al., 2004). Estudos mostraram que a baixa atividade dos
transportadores de aminoacidos excitatérios, como o EAAT1 e EAAT2, em astricitos
€ uma caracteristica comum das epilepsias (TAKAHASHI; FOSTER; LIN, 2015;
KONG et al., 2012; SARAC et al., 2009). Um importante fator que reduz a captagcao
de glutamato por astrécitos através de EAATSs envolve a acao de citocinas, como a
IL-18. A IL-1B pode mediar diretamente a perda do transportador de glutamato
astroglial, aumentando as suas concentracfes extracelulares podendo, assim,
manter crises epilépticas e facilitar a lesdo cerebral por meio de recorrentes ciclos
excitotoxicos (BEDNER et al., 2015; PROW; IRANI, 2008; HU et al., 2000).

Como observado, a captacdo do glutamato é principalmente mediada por
transportadores localizados nas membranas astrociticas. Uma vez absorvido pelos
astrocitos, o glutamato deve ser degradado. Parte desse processo de degradacéo é
realizada através da atividade da glutamato desidrogenase, que catalisa a formacao

do a-cetoglutarato, fornecendo um intermediario no ciclo do &cido tricarboxilico (ciclo
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de Krebs), permitindo seu uso como combustivel metabdlico (MALTHANKAR-
PHATAK et al., 2006). Uma segunda via enzimatica predominante no processo de
degradagdo do glutamato, envolve a glutamina sintetase (GS), localizada
predominantemente em astrécitos no cérebro. A GS catalisa a conversdo enziméatica
do glutamato de volta a glutamina. A glutamina € entdo transportada para 0s
neurdnios atraveés de transportadores especificos, onde pode ser reconvertida em
glutamato pela enzima mitocondrial glutaminase ativada por fosfato. O ciclo
glutamina-glutamato € critico na sintese do glutamato neuronal para uso como
neurotransmissor (TANI et al. 2014) e para a sua subsequente descarboxilagdo para
formar o neurotransmissor inibitorio, acido y-aminobutirico (GABA), por meio do ciclo
glutamina-glutamato-GABA principalmente em interneurénios (LIANG; CARLSON;
COULTER, 2006; FRICKE; JONES-DAVIS; MATHEWS, 2007). A falha na
degradacdo do glutamato, também, é um mecanismo que leva ao seu acumulo e
aos efeitos deletérios na funcdo e sobrevivéncia dos neurbnios. Estudos claramente
mostram a relacdo da perda da glutamina sintetase no hipocampo epileptogénico
humano como possivel mecanismo para 0 aumento do glutamato extracelular e
perda de neurdnios hipocampais na epilepsia do lobo temporal mesial (VAN DER
HEL et al., 2005; EID et al., 2004).

Portanto, observa-se que a captacdo de glutamato por astrécitos e a
regulacdo da sua concentracdo por vias enzimaticas sdo importantes mecanismos
fisiologicos de controle de sua atividade. Logo, condicdes em que ha aumento da
atividade glutamatérgica através de falhas nos mecanismos de regulacdo sao
consideradas razdes relevantes nos processos fisiopatologicos de doencas
cerebrais. No entanto, apesar dos avangos em pesquisas sobre 0s mecanismos de
excitotoxicidade, atualmente ndo existem intervencbes farmacoldgicas diretas
capazes de fornecer neuroprotecao significativa no cenario clinico de doencas
cerebrais sustentadas pela atividade excessiva glutamatérgica (LAU; TYMIANSKI,
2010).

2.2.2. Estresse oxidativo

Os efeitos citotoxicos da atividade excessiva do glutamato estdo diretamente
associados ao aumento do estresse oxidativo, principalmente em razdo do aumento

da concentracdo citosélica de fons Ca?*. O estresse oxidativo no cérebro é cada vez
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mais reconhecido como uma via comum de morte celular em muitas doencas
neuroldgicas crénicas, como as epilepsias (AGUIAR et al., 2012).

O estresse oxidativo € definido como um desequilibrio entre o0s niveis
celulares mais elevados de espécies reativas de oxigénio (ROS) (O, ‘OH, H,0,) e
nitrogénio (RNS) (NO, NO3’, ONOQ") e os sistemas de defesa antioxidante celular. A
geracdo das ROS é ubiqua, sdo oriundas do oxigénio molecular a partir do
metabolismo aerdbico mitocondrial ou do sistema xantina oxidase (XO). Por outro
lado, de modo a eliminar ou neutralizar as espécies reativas, existem sistemas
antioxidantes endogenos de defesa no cérebro, tais como 0s sistemas enzimaticos e
ndo enzimaticos. Os sistemas enzimaticos envolvem as enzimas do ciclo redox da
glutationa, particularmente a glutationa peroxidase (GSH-Px), glutationa redutase
(GR) e glutationa oxidase (GO). Outros sistemas enzimaticos de defesa
antioxidantes incluem a catalase e a superoxido dismutase (SOD) (SHIM; KIM, 2013;
ROVER JUNIOR et al., 2001). A SOD reduz rapida e especificamente 0 O, ao
peréxido de hidrogénio (H,0O,), por sua vez a catalase e a GSH-Px age na
desintoxicacdo ao reduzir o H,O, em agua e oxigénio. Outra enzima que age
conjuntamente com a GSH-Px € a enzima GR. Esta enzima ndo age diretamente na
remocdo de espécies radicalares, porém é responsavel pela regeneracdo da
glutationa a sua forma reduzida (GSH) na presenca de nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato (NADPH), tendo como objetivo impedir a paralisacdo do ciclo
metabdlico da glutationa. A glutationa é um antioxidante tripeptideo tiol (composto
por trés aminoacidos: glutamato, cisteina e glicina) que existe no organismo em suas
formas reduzida (GSH) e oxidada/dissulfeto (GSSG), atuando direta ou
indiretamente em muitos processos biolégicos importantes, incluindo a sintese de
proteinas, metabolismo e protecdo celular (RAE; WILLIAMS, 2017; MEISTER,
ANDERSON, 1983). Para que a atividade protetora da glutationa seja mantida, a
GSH precisa ser regenerada através de um ciclo catalitico. A GO e GSH-Px
catalisam a oxidacdo da GSH a GSSG, através da reducdo de espécies oxidantes
(O2 e H,0,), enquanto a GR é responsavel pela regeneracdo da GSH, a partir da
GSSG, na presenca de NADPH (Figura 2) (HUBER; ALMEIDA; FATIMA, 2008). A
glutationa tém seus niveis negativamente afetados em situacbes de alta
concentracdo de Ca®* citosdlico e a perda do suporte antioxidante da GSH é um

fator que pode tornar as células cerebrais susceptiveis a danos neurotdxicos
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associados a doencas neurodegenerativas (ABRAMOV; CANEVARI; DUCHEN,
2003).

Figura 2 - Interconverséo da glutationa nas formas reduzida e oxidada.
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Glutationa reduzida (GSH); Glutationa oxidada (GSSG); Glutationa peroxidase
(GSH-Px); Glutationa oxidase (GO); Glutationa redutase (GR). Fonte: Adaptado de
ROVER JUNIOR et al. (2001). Estruturas quimicas adquiridas do PubChem
Compounds, 2021.

Por sua vez, a defesa ndo enzimética é realizada por pequenas moléculas, de
origem alimentar, dentre as quais estdo as vitaminas E (a-tocoferol) e C (acido L-
ascorbico), bem como os carotendides, dentre os quais a pro-vitamina A (B-
caroteno) é o carotendide mais abundante e de maior atividade. O B-caroteno exibe
uma boa capacidade de captura de radicais livres e € comumente encontrado na
maior parte dos tecidos biolégicos sob condicdes fisiologicas (PALIYATH; BAKOVIC;
SHETTY, 2011; CARDOSO, 1997).

Os sistemas antioxidante-oxidante estdo em equilibrio em condi¢cbes normais.
No entanto, quando ROS ou RNS n&o sdo efetivamente neutralizadas, podem
causar lesdo celular oxidativa, através da peroxidacdo dos fosfolipidios de

membrana, proteinas (receptores e enzimas) e do DNA, resultando em apoptose
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neuronal j& que o tecido cerebral ndo pode ser efetivamente reparado, pois ndo ha
replicacdo celular ativa (POH LOH et al., 2006). O parénquima cerebral é altamente
vulneravel as espécies reativas. O cérebro gera grandes niveis de ROS devido ao
seu alto metabolismo aerobio e perfusdo sanguinea elevada, ao passo que possui
um sistema de defesa antioxidante enzimatico relativamente pobre. Além disso, é
rico em lipidios (bainha de mielina, por exemplo) (O'BRIEN; SAMPSON, 1965) que
sdao preferencialmente suscetiveis ao dano oxidativo (BIELSKI; ARUDI,
SUTHERLAND, 1983).

E sabido que o Oxido nitrico (NO) tem papéis diversos em sistemas celulares,
agindo como oxidante ou, as vezes, como antioxidante eliminando o &anion
superéxido (Oz) (COLEMAN, 2001). Nos mamiferos existem trés isoformas
funcionais da enzima oOxido nitrico sintase (NOS): nNOS, eNOS e iINOS
(ALDERTON; COOPER; KNOWLES, 2001). A nNOS (NOS | - neuronal) e a eNOS
(NOS 11l - endotelial) foram inicialmente descritas em neurénios e células endoteliais
vasculares, respectivamente. Contudo, essa distribuicdo ndo é restrita a esses tipos
celulares. A nNOS pode ser encontrada na musculatura estriada esquelética, epitélio
brénquico e traqueia (KOBZIK et al., 1993), enquanto a eNOS também é descrita em
plaguetas e neurdnios (NATHAN; XIE, 1994; MURAD, 1999). A nNOS e eNOS tém
sua atividade regulada primariamente pelos niveis de célcio (Ca?*), uma vez que s6
se ligam a calmodulina na presenca de altas concentrag@es citosélicas desse cation
bivalente. Quando estimuladas, estas isoformas produzem pouca quantidade de NO
(concentragdes picomolares), durante alguns minutos, o suficiente para que exerca
suas funcgdes fisiolégicas (ALDERTON, COOPER; KNOWLES, 2001).

Por outro lado, a INOS (ou NOS Il) é tipicamente expressa em resposta a
estimulos agressivos, quimicos ou bioldgicos, tais como lipopolissacarideos (LPS),
toxinas bacterianas (MCKAY et al., 1999) e mediadores pro-inflamatorios (NATHAN;
XIE, 1994). Embora seja designada induzivel esta isoforma pode estar presente de
forma constitutiva em alguns tecidos, como nos pulmdes (DWEIK et al., 1998). Uma
vez ativada, a INOS produz grandes quantidades de NO por periodos prolongados
de tempo (concentracdes nano a micromolares por até 5 dias) (MENDES et al.,
2002). Ao contrario das isoformas constitutivas, a iINOS encontra-se ligada a
calmodulina mesmo em baixas concentracdes de Ca®' citosdlico, tornando sua
atividade independente das flutuacbes dos niveis de Ca®*, sendo, portanto,

considerada uma enzima independente de fatores reguladores (DAVIS et al, 2001).
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O NO, um radical livre difusivel e de curta duracdo, é uma espécie reativa de
nitrogénio radicalar cujas propriedades fisico-quimicas e biolégicas séo
determinadas por seu pequeno tamanho (30 Da), auséncia de carga e um elétron
despareado (COLEMAN, 2001). O elétron despareado o torna um radical livre
extremamente instdvel & procura de moléculas que aceitem ou compartilhem este
elétron (BILLIAR, 1995). Embora muito importante em func¢bes fisiolégicas no
sistema nervoso, onde age como um neurotransmissor, a producdo desregulada de
NO estd associada a varios disturbios neurodegenerativos, como Parkinson e
Huntington (CHRISTOPHERSON; BREDT, 1997), e ao dano neuronal associado a
toxicidade do glutamato, por ativar receptores de rianodina tipo 1 aumentando a
liberag&o e a concentracéo de Ca** citosélico, um fator desencadeador para a morte
celular neuronal induzida por crises epilépticas (MIKAMI et al., 2016; VISHNOI;
RAISUDDIN; PARVEZ, 2016; DAWSON et al., 1991).

A micrdglia e células neuronais, em situacfes de estresse, geram NO e anion
superoéxido (O2). O O,, uma molécula de oxigénio com um elétron livre, é produzido
fisiologicamente durante a respiracdo celular normal e neutralizada pela superéxido
dismutase ao ser convertida em oxigénio e peroxido de hidrogénio. Na
excitotoxicidade do glutamato, esse sistema tampao € sobrecarregado, e 0 O, se
difunde para o citoplasma, por meio de varios canais anidnicos, incluindo o canal
aniénico dependente de voltagem nas mitocondrias (HAN et al., 2003). O NO e Oy
podem, entdo, se unir para formar o anion peroxinitrito (ONOQ). O peroxinitrito € um
poderoso oxidante capaz de iniciar a peroxidacao lipidica, danificando diretamente a
membrana plasmatica; danificar diretamente o DNA, causando modificagdo nas
bases nitrogenadas; causar disfuncdo proteica e oxidar antioxidantes lipossollveis
(LAU; TYMIANSKI, 2010; HOGG; KALYANARAMAN, 1999; RADI et al., 1991). Logo,
essas respostas podem potencializar a morte celular apoptética mediada por
caspases (LAU et al., 2006).

Por sua vez, a morte celular induzida pelo aumento do estresse oxidativo
pode estimular células imunes residentes no tecido cerebral a desencadear uma
resposta neuroinflamatéria com o objetivo inicial de resolucdo e restauracdo da
funcionalidade tecidual, mas que caso permaneca podera agravar a leséo atraves de

mecanismos de neuroinflamacao neurotoxicos (VEZZANI et al., 2011).
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2.2.3. Neuroinflamacao

A neuroinflamacédo é um fator importante de defesa, mas que pode colaborar
na manutencdo da lesdo neuronal de diversos disturbios agudos e crénicos que
atingem o SNC. E bem descrito que a expressdo de diversos mediadores
inflamatorios estd aumentada em doencas neurodegenerativas presentes em
humanos ou induzidas experimentalmente em modelos nédo clinicos (LYMAN et al.,
2014; ALLAN; ROTHWELL, 2003).

Condi¢bes neurodegenerativas agudas (crises epilépticas, isquemia cerebral,
leséo cerebral traumatica) e crbnicas (epilepsias, Alzheimer, Parkinson, Huntington)
sao caracterizadas por insultos graves ao cérebro, que levam a perda substancial de
células nervosas com consequentes déficits funcionais. Como descrito
anteriormente, Vvarios processos estdo implicados no dano neuronal, incluindo
disturbios na homeostase ibnica em funcdo do aumento da atividade do glutamato
(excitotoxicidade) e o estresse oxidativo. Adicionalmente, dados substanciais
demonstraram o envolvimento direto da inflamacéo na manutencgéo dessas doencas.
Em particular, andlises mostraram a ativagdo de células imunes residentes e a
invasdo de células inflamatorias periféricas, bem como o aumento da expressao de
fatores de transcricdo pro-inflamatérios no tecido cerebral epiléptico (VEZZANI et al.,
2011; ALLAN; ROTHWELL, 2003).

Nos ultimos anos tém-se dado uma importancia maior ao papel fisiopatoldgico
da neuroinflamacdo no desenvolvimento das epilepsias. A expressao aumentada de
mediadores inflamatérios no cérebro e na barreira hematoencefalica podem afetar a
funcdo neuronal e a excitabilidade e, assim, contribuir na suscetibilidade a crises
epilépticas (RANA; MUSTO, 2018). Portanto, sabe-se que associada a atividade
excitotoxica do glutamato e ao aumento do estresse oxidativo, as crises epilépticas
induzem um processo neuroinflamatério altamente neurotdéxico e intimamente
relacionado ao dano neuronal progressivo (KOLOSOWSKA et al., 2014; VELASCO-
RAMIREZ et al., 2013; LICINIO, 1997).

A morte neuronal pode ser necrética, onde as células sao destruidas por
isquemia aguda ou trauma, ou apoptética, que é a morte celular programada que faz
parte da fisiologia saudavel, mas que também pode ocorrer na neurodegeneragao
aguda e crbnica. Muitas vias pro-apoptéticas sdo mediadas por moléculas de

sinalizacdo que sdo produzidas em excesso durante a neuroinflamacdo, o que
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sugere que a neuroinflamacéo pode influenciar diretamente a apoptose neuronal e,
portanto, causar dano neurolégico agudo e acelerar a neurodegeneracao de longo
prazo. As moléculas liberadas na inflamacéo séo capazes de iniciar e manter as vias
individuais de morte neuronal. No entanto, a verdadeira extensdo da
neurodegeneracdo apoptética depende do equilibrio das moléculas sinalizadoras
pro- e antiapoptoticas liberadas da glia, da patologia existente e de varios outros
fatores que constituem a complexa interacdo da inflamacdo no cérebro humano
(LYMAN et al., 2014).

2.2.3.1. Componentes celulares da neuroinflamacéao

A neuroinflamacdo compreende a ativacdo das células da glia, células
endoteliais capilares cerebrais e migracdo de células imunolégicas periféricas
circulantes que irdo produzir mediadores pro-inflamatérios em resposta a uma
variedade de estimulos, entre eles a lesdo neuronal, infeccdo cerebral e reacdes
autoimunes (RAWAT et al., 2019).

Varios tipos celulares estao implicados na manutencdo e sobrevivéncia dos
neurdnios. As células que formam a glia desempenham um papel ativo na fisiologia
cerebral, mas, em particular, trés destas tem papel chave na inflamacdo desse
tecido (Figura 3). Os oligodendrécitos sdo importantes para a mielinizacdo dos
neurdnios centrais, mas também sao fontes de moléculas inflamatérias especificas,
tais como citocinas. Os astricitos sao células que desempenham papéis fisioldgicos
essenciais de sustentacdo aos neurdnios a partir do controle da concentracéo iGnica
e molecular do ambiente (regulacdo de ions K* extracelular e captacéo de glutamato
livre, por exemplo), bem como séo fontes importantes de moléculas neuroprotetoras
(por exemplo, neurotrofinas) e eliminagcdo de radicais livres, mas, no entanto,
também sdo fontes de moléculas inflamatorias. Os astrOcitos reativos, em um
processo conhecido como astrogliose, produzem e liberam mediadores
inflamatorios, tais como citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento que
sustentam a neuroinflamacgéo apds sucessivas crises epilépticas em individuos com
epilepsia (DEVINSKY et al., 2013; LITTLE; OCALLAGHAN, 2001).
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Figura 3 - Células da glia (gliocitos).

Oligodendrocito

Microglia
; Bainha de mielina

¢ oS Wi |

w3l 7 3

Neurénio (yi <
@ <17

. Neurénio

Dendritos -
Sinapse

Astrécito

Fonte: adaptado de vestmapamental.com.br

Por sua vez, a menor célula da glia e que esta implicada primariamente na
inflamacédo cerebral é a microglia. Microglia sédo as células imunes residentes no
cérebro que constituem o sistema imune inato do SNC. A microglia pertence a
linhagem dos mondcitos/macrofagos e se destacam por sua capacidade fagocitaria.
Fisiologicamente a microglia patrulha ativamente o ambiente circundante, regula a
neurogénese promovendo a sobrevivéncia dos neurdnios, induz a formagédo de
sinapses, modula a fiacdo axonal e fagocita neurbnios e sinapses desnecessarias.
Logo, a micréglia, também, modifica a funcéo cerebral por meio de interacbes com
sinapses e contribuem para a manutencdo da funcdo sinaptica e formacdo de
sinapses dependentes de aprendizagem (HIRAGI; IKEGAYA; KOYAMA, 2018).

No entanto, como célula imunologica mediadora da neuroinflamacdo a
micréglia apresenta um papel dubio apés desordens neurais, podendo contribuir
para a defesa e reparo tecidual, mas também exacerbar o processo lesivo (HIRAGI;
IKEGAYA; KOYAMA, 2018; GOMES-LEAL, 2012). Essas células apresentam duas
formas fenotipicas, a microglia inativada (forma morfologica ramificada — M2)
responsavel pela producdo de fatores neuroprotetores, como neurotrofinas (fator
neurotréfico derivado do cérebro - BDNF), fator de crescimento dependente de
insulina (IGF-1) e citocinas anti-inflamatérias (interleucina-4, -10, -11) (TAYLOR,;

MAIN; CRACK, 2013); geralmente, a microglia se apresenta nesse perfil e monitora
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constantemente o microambiente cerebral. A segunda forma fenotipica € a micréglia
ativada (forma morfoldégica ameboide — M1); a ativacdo da micréglia se dar em
resposta a diversos estimulos, tais como infeccfes ou lesbes (BANATI; DANIEL;
BLUNT, 1998). Como uma célula imune inata, a micréglia ao se tornar ativa pode
produzir diversos fatores pro-inflamatérios, como interleucinas (IL-1B, IL-6, IL-2),
fator de necrose tumoral alfa (TNFa), interferon-y (IFN-y), ROS e RNS (DAVID;
KRONER, 2011). Porém, apesar da ativacdo microglial (microgliose) ser necessaria
e essencial para a defesa do SNC, a ativacdo exagerada e permanente desse perfil
celular é neurotoxica (TAYLOR; MAIN; CRACK, 2013; MARIN-TEVA et al., 2011;
MCGEER; MCGEER, 2010) e tem se mostrado importante na lesdo aguda e crbnica
apos crises epilépticas (ZHAO; ZHU; HUANG, 2018; DEVINSKY et al.,, 2013;
VEZZANI et al., 2011). Portanto, € importante frisar que, dado as fun¢bdes dubias da
microglia, a microgliose pode exercer efeitos diferentes, pro-epilépticos e
antiepilépticos, sobre a funcédo cerebral, dependendo da fase da epileptogénese
(HIRAGI; IKEGAYA; KOYAMA, 2018).

Por fim, est4 se tornando cada vez mais evidente o papel de outros tipos ou
subtipos de células na inflamacdo cerebral apds crises epilépticas. Estudos
mostraram a presenca de leucécitos agranulécitos, como células T CD®" (linfécitos T
citotoxicos) e CD** (linfocitos T auxiliares) no cérebro de pacientes com epilepsia
(VIEIRA et al.,, 2016; ZATTONI et al.,, 2011; SILVERBERG et al.,, 2010). Estas
células estavam préximas a capilares sanguineos, sugerindo uma migracdo a partir
da corrente sanguinea. Tais achados indicaram que células inflamatérias periféricas
podem de fato entrar no parénquima cerebral durante crises epilépticas, sugerindo
mudancas na integridade da barreira hematoencefalica (BHE). De fato, mudancas
patolégicas na microanatomia de capilares no cérebro de pacientes com epilepsia ja
foram relatadas (SOLIS; LOPEZ-HERNANDEZ; ESTRADA, 2014; CORNFORD,
1999). Existem importantes indicios que indicam a origem dessas mudancas na
vasculatura cerebral, entre estes hd um consenso que indica que a micrdglia ativada
libera ROS e prostandides, bem como estimula a producdo de outros agentes
vasorrelaxantes pelas células endoteliais cerebrovasculares, como o Oxido nitrico
(NO), que por sua vez podem estimular a angiogénese e dilatar os vasos
sanguineos, respectivamente, e aumentar a permeabilidade da BHE favorecendo a
adesdo e migragcdo de células inflamatoria periféricas para o parénquima cerebral
(DA FONSECA et al., 2014; SAKURAI et al.,, 2013; BUSIJA; LEFFLER, 1989).
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Portanto, a disfuncdo da BHE em decorréncia de mediadores pro-inflamatoério, é um
fator que contribui diretamente no infiltrado de outros perfis celulares (por exemplo,
leucdcitos granuldcitos e agranuldcitos) que irdo potencializar a resposta inflamatoria
iniciada pela microglia e, consequentemente, agravar os seus efeitos neurotoxicos
(STOLP; DZIEGIELEWSKA, 2009).

Embora a atividade inflamatoria da micréglia seja maior (LIU et al., 2012b), a
resposta combinada de todas as células da glia e células imunes periféricas pode
ser muito influente no desenvolvimento da neurodegeneracdo observada na
epilepsia, pois é provavel que a resposta neuroinflamatoria de um tipo de célula
tenha impacto direto sobre outra. Essa inter-relacdo esta intrinsecamente
relacionada a acdo de mediadores quimicos, produzidos e liberados por essas

células, que modulam a cascata de eventos inflamatérios (LEHRMANN et al., 2008).

2.2.3.2. Componentes moleculares da neuroinflamacéo

Os mediadores primarios da inflamagdo, como proteinas (enzimas) que
compde o sistema complemento, eicosandides, NO, fator de ativacdo plaquetaria
(PAF) e citocinas, sdo expressos e/ou ativados em resposta a varios insultos ao
SNC, como crises epilépticas em humanos ou reproduzidos em modelos animais
(LYMAN et al., 2014; VEZZANI et al., 2011). Estudos mostraram que ha uma grande
relacdo entre mediadores inflamatérios e crises epilépticas e epilepsias. Embora
sejam importantes agentes moduladores do reparo tecidual, sua presencga constante
esta relacionada a exacerbacdo da lesdo em razao dos seus efeitos neurotéxicos
(VELASCO-RAMIREZ et al., 2013; ALLAN; ROTHWELL, 2003; LICINIO, 1997).
Porém, é importante enfatizar que em grande parte da literatura, a contribuicdo
dessas moléculas para a lesdo do SNC ndo é claramente distinguida de seus papéis
fisiologicos na inflamacédo e, portanto, € prudente destacar que o mesmo mediador
pode possuir efeitos positivos e negativos na viabilidade das células nervosas. Além
disso, tém-se poucas informacbes sobre a sequéncia de eventos ou
relacionamentos entre as principais etapas dos caminhos que determinam a ordem
ou a importancia relativa dos mediadores quimicos da inflamac&o. A seguir serao
abordados alguns dos principais sistemas de mediadores inflamatorios e suas

relacbes com as crises epilépticas. Mas, embora sejam apresentados de forma
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individual, existe uma inter-relacdo complexa entre eles que sustentam um

mecanismo de feedback positivo e que garante a manutencéo da neuroinflamacéo.

2.2.3.2.1. Sistema complemento

O sistema complemento consiste em mais de 30 proteinas que interagem de
maneira cuidadosamente regulada, que ao se ligarem em receptores especificos da
superficie de diferentes células promovem a inflamacdo aguda através da
estimulacdo da quimiotaxia neutrolitica e degranulagdo dos mastocitos; efeitos Uteis
no combate a infec¢des e prevencdo da deposicado de complexos imunes no tecido
normal. Este sistema complexo pode ser ativado por diversos mecanismos que
procedem por vias distintas (Classica, Lectinas, Alternativa), mas todos convergem
em uma via comum final nas quais cinco proteinas (anafilotoxinas) se rednem em
um complexo multimolecular, o complexo de ataque a membrana (MAC), um
componente citotoxico do sistema complemento. O MAC se insere nas membranas
celulares para formar um poro funcional, resultando em fluxo de ions e, finalmente,
lise osmotica, o que torna esse sistema eficaz no combate a infec¢des (XIONG et al.,
2003). No entanto, ja foi descrito que a ativacdo do complemento desempenha
acOes especificas na neuroinflamacéo, como na quimiotaxia e funcdes fagociticas
da microglia (EIKELENBOOM; VEERHUIS, 1996) e, em particular, a deposicédo do
MAC na substancia cinzenta cortical pode contribuir para crises epilépticas e morte
neuronal (LIBBEY et al., 2010; XIONG et al., 2003). Tal como acontece com muitos
aspectos da imunidade inata, a cascata do complemento é geralmente considerada
uma “espada de dois gumes” dentro do SNC, exibindo um efeito protetor em niveis
fisiologicos e agudos, mas que pode causar danos se estimulada cronicamente
(LYMAN et al., 2014).

2.2.3.2.2. Eicosandides e cicloxigenases

Os eicosanoides sao formados a partir do metabolismo do acido araquidénico
(AA). O AA esta esterificado a fosfolipidios da membrana celular, principalmente a
fosfatidilcolina e fosfatidilinositol; ao ser liberado desses fosfolipidios por uma reacéo
de quebra do sitio acil éster pela enzima fosfolipase A2, o AA livre (ndo-esterificado)

€ rapidamente convertido pelas enzimas cicloxigenase, lipoxigenase ou epoxigenase
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do citocromo, para formacdo dos chamados eicosandides. Especificamente, a via
das cicloxigenases levara a formacdo das prostaglandinas, prostaciclina e
tromboxanos, coletivamente denominados de prostandides; a via da lipoxigenase
formara os leucotrienos e lipoxinas; e a epoxigenase catalisara a producao de acidos
epoxieicosatetraendicos (HARIZI; CORCUFF; GUALDE, 2008; SHIMIZU; WOLFE,
1990).

As cicloxigenases (também conhecidas como prostaglandinas-endoperoxido
sintase - PTGS ou prostaglandinas H sintase) de mamiferos apresentam-se em duas
principais isoformas, COX-1 (PTGS-1) e COX-2 (PTGS-2). As COXs sao proteinas
associadas a membrana que catalisam duas reagfes sequenciais: a primeira reacao
(cicloxigenase) é a ‘“ciclizacdo” dependente de oxigénio do AA para formar a
prostaglandina G, (PGG;); a segunda reacédo (peroxidase) consiste na reducédo da
PGG, a PGH,. A PGH,, por sua vez, é rapidamente convertida por sintases
especificas em prostandides: tromboxano A2, PGF,,, PGE,, prostaciclina (PGl,) e
PGD, (SMITH; DEWITT; GARAVITO, 2000). Esses prostanbides atuam pela
ativacdo de receptores acoplados a proteina G (GPCRs): a PGE, ativa quatro
GPCRs (EP1, EP,, EP3 e EP,), a PGD,, ativa dois GPCRs (DP1 e DP2 — os quais se
encontram expressos de maneira constitutiva na membrana dos eosindfilos), o
tromboxano A2 ativa o receptor TxA2, a PGFy,, ativa o receptor PTGFR e a PGl;
ativa o receptor denominado IP (SMITH; DEWITT; GARAVITO, 2000).

E digno de comentar que a maioria das células expressa predominantemente
uma unica prostanodide sintase e, portanto, apenas um unico prostanoide principal,
isso auxilia na analise de uma resposta complexa do tecido se as sintases puderem
ser localizadas (MURAKAMI et al., 2000; FITZGERALD, 2003). A prostaglandina E
sintase citosdlica (CPGES) e a prostaglandina E sintase-2 microssomal (MPGES-2)
sdo expressas constitutivamente, enquanto a prostaglandina E sintase-1
microssomal (MPGES-1) é induzivel e esta frequentemente acoplada a COX-2, de
modo que a PGE (subtipos 1 e 2) é um produto proeminente da COX-2 induzida.
Cada molécula COX-2 sofre inativacdo apds converter cerca de 400 moléculas de
substrato de araquidonato, o que permite a essa enzima responder de forma
dindmica a niveis flutuantes da atividade neuronal (SMITH; GARAVITO; DEWITT,
1996).

Embora as COXs (COX-1 e COX-2) compartihem uma homologia de

sequéncia de 60-65% e possuam estruturas tridimensionais quase superpostas, elas
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diferem em sua expressdo, localizacdo e funcdo. A COX-1 € expressa
constitutivamente em quase todos os tecidos, enquanto a COX-2 é uma enzima
induzivel localizada principalmente em células imunes, como leucdcitos granulocitos
e agranuldcitos, e é modulada positivamente em condi¢des patolégicas (ZIDAR et
al.,, 2009). Assim, acredita-se que a COX-1 seja responsavel pela producédo
homeostética de prostandides com funcdes citoprotetora em varios tecidos,
enquanto a COX-2 produz prostandides que sao geralmente de natureza
imunologica (ROUZER; MARNETT, 2009).

No entanto, ambas as isoformas tém papéis importantes na neuroinflamacao
(KULKARNI; DHIR, 2009). A COX-1 é altamente expressa na microglia ativada
resultando em uma liberacdo excessiva de PGE,, com consequéncias graves para a
funcdo cerebral, causando comprometimento cognitivo e neurodegeneracéo
(MATOUSEK et al., 2010; HOOZEMANS et al., 2001). O forte envolvimento da COX-
1 na neuroinflamacado em comparacao com a COX-2 pode estar relacionado a sua
expressdo na microglia, enquanto a superexpressdo da COX-2 pode ser exibida
apenas em danos neuronais diretos. No entanto, pesquisas tém destacado, em
especial, a participacdo da COX-2 no agravamento das crises epilépticas através de
estudos néo clinicos e clinicos (RAWAT et al., 2019; ROJAS et al., 2014b; KIM et al.,
2008; TAKEMIYA et al., 2003; OKADA et al., 2001).

Fisiologicamente a expressdo da COX-2 e de seus produtos (prostaglandinas)
estd associada ao funcionamento sinaptico e a formagcdo da memoria (COWLEY;
FAHEY; O'MARA, 2008; WANG et al., 2005). Porém, a maioria dos resultados
publicados sobre vias de sinalizacdo da inflamacdo convergem no gene pro-
inflamatoério comum que gera a expressao da COX-2. A neuroinflamac¢do mediada
por COX-2 é um assunto de amplo interesse nas pesquisas sobre as epilepsias. Em
1993 foi descrita pela primeira vez a expressao da COX-2 no hipocampo e cortex
cerebral de ratos, apds uma crise eletroconvulsiva méaxima, estimulada parcialmente
por meio da ativacdo de receptores NMDA. Foi mostrado que a consequente
producdo de prostaglandinas, especialmente PGE, desencadeou dano secundario
ao cérebro e amplificou a gravidade das crises epilépticas (YAMAGATA et al., 1993).

A partir desse trabalho os pesquisadores da area passaram a investigar com
mais detalhes a participacdo da via COX-2/PGE, no cérebro epiléptico. Varios
estudos em outros tecidos cerebrais de ratos, como no estriado, tronco cerebral e

cerebelo, em modelos de crises epilépticas induzidas por acido cainico (KA) e
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choque eletroconvulsivo, também sugeriram dano neuronal resultante da ativacdo da
COX-2 (ADAMS; COLLACO-MORAES; DE BELLEROCHE, 1996; MARCHESELLI;
BAZAN, 1996; CHEN et al., 1995). Um importante estudo observou que a inducéo
da COX-2, e 0 consequente aumento da producdo de PGE; (o principal produto da
COX-2) no hipocampo, facilitou a recorréncia de crises epilépticas no modelo de
abrasamento quimico (kindling) em camundongos (TAKEMIYA et al.,, 2003),
adicionalmente o aumento dessa prostaglandina esteve intrinsecamente associado a
morte de neurdnios hipocampais (TAKEMIYA et al., 2006; KAWAGUCHI et al.,
2005).

O envolvimento da PGE; no agravamento das crises epilépticas e nos seus
danos é bem descrito. Foi mostrado que a combinacdo de PGE, com doses
subconvulsivas do pentilenotetrazol (PTZ) induziu crises, enquanto que a
administracdo de anticorpos anti-PGE; atenuou as crises induzidas por esse modelo,
reforcando um papel fundamental da via COX-2/PGE; no desenvolvimento de crises
epilépticas induzidas pelo PTZ (OLIVEIRA et al., 2008b). Como descrito
anteriormente, a PGE; liga-se a GPCRs com maior afinidade ao receptor EP;. A
ativacdo desses receptores ira favorecer o aumento do influxo e da concentragcéo de
fons Ca®" que, por sua vez, favorece a neurotransmiss&o pré-sinaptica e aumenta a
liberacdo de aminoacidos excitatorios, como o glutamato (SANG et al.,, 2005;
NISHIHAM et al., 1995). No entanto, estudos questionam se 0s receptores de
prostaglandinas podem ser considerados como potenciais alvos terapéuticos. O
receptor EP; potencializa a ativacdo do receptor do acido cainico via proteina cinase
C (PKC) e exacerba o status epilepticus (crises epilépticas subentrantes, uma apos
a outra e sem a recuperacado da consciéncia entre as crises) e 0 agravamento da
crise. No entanto, o nocaute (knockout) genético ou a inibicdo farmacolégica desse
receptor em camundongos nao afetou o limiar convulsivo (ROJAS et al., 2014a;
FISCHBORN; SOERENSEN; POTSCHKA, 2010). Os estudos sobre o envolvimento
do receptor EP, na neuroprotecdo de crises epilépticas, também, mostraram
resultados conflitantes. Foi demonstrado que o antagonismo do receptor EP, atenua
a neuroinflamacdo e a lesdo neuronal induzida durante um status epilepticus
(ROJAS et al., 2016; ROJAS et al., 2015; JIANG et al., 2013; JIANG et al., 2012),
porém a administracdo de agonistas desse receptor, também, pode reduzir as crises
induzidas por PTZ e pilocarpina, mas causar neurotoxicidade hipocampal (SANTOS
et al.,, 2017; OLIVEIRA et al.,, 2008a). O status epilepticus induzido eletricamente
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mostra suprarregulagéo bifasica da COX-2 no hipocampo de ratos: uma inducéo
imediata em 1 dia apds o status epilepticus e inducédo durante crises recorrentes
espontaneas na fase cronica, 4-5 meses apdés o status epilepticus (HOLTMAN et al.,
2009). Isso sugere que, em meio a fase aguda e a fase cronica, alguns mecanismos
de recuperagcdo sado ativados, os quais podem prevenir a exacerbacdo do dano
neuronal induzido por crises, mas falham em prevenir a epileptogénese (RAWAT et
al., 2019).

Outros efeitos relacionados a COX-2 envolve a facilitacdo da migracdo de
leucdcitos (granuldcitos e agranuldcitos) através da barreira hematoencefalica (BHE)
que também é influenciada pela producdo da PGE,; essa prostaglandina altera a
permeabilidade da BHE e permite a entrada de células do sistema imunoldgico
periférico, como linfécitos T e mondcitos/macréfagos, para o cérebro, que contribui
para sustentar a neuroinflamacao (FIALA et al., 2002).

Alguns estudos indicaram a relacdo da disfuncdo da BHE com crises
epilépticas em humanos e roedores (MARCHI et al., 2012; TOMKINS et al., 2008;
VAN VLIET et al., 2007; MARCHI et al., 2007). H4 um consenso que indica que a
micréglia ativada expressa COX-2 e consequentemente agentes vasorrelaxantes,
como prostaglandinas e NO, que em células musculares lisas e endoteliais
cerebrovasculares irdo dilatar os vasos, aumentando o fluxo sanguineo, e alterar a
permeabilidade da BHE favorecendo a adesdo e migracdo de células inflamatéria
periféricas para o parénquima cerebral (DA FONSECA et al., 2014; SAKURAI et al.,
2013; BUSIJA; LEFFLER, 1989). Outros estudos sugeriram que excitotoxicidade
neuronal, a partir da ativacéo do receptor NMDA pelo glutamato podem aumentar os
mecanismos de efluxo da BHE (KOENIG et al., 1992). Foi proposto que 0 aumento
do tdnus glutamatérgico causa o efluxo de drogas antiepilépticas (DAES)
administradas. Esse efluxo é demonstrado por evidéncias in vivo que sugeriram que
a inducdo da COX-2 apés a crise epiléptica pode aumentar a regulacdo do
transportador de efluxo de mdltiplas drogas, glicoproteina P (gp-P), na BHE e
interferir na farmacocinética das DAEs reduzindo a concentragdo ativa no tecido
cerebral, levando assim a uma baixa eficacia (WEIDNER et al., 2018; POTSCHKA,
2010). Foi observado, portanto, que a gp-P é regulada positivamente pela ativacao
do receptor NMDA pelo glutamato e COX-2 em células endoteliais dos capilares
cerebrais (BAUER et al., 2008; ZHU; LIU, 2004). Essas investigacdes indicaram que

a ativacéo da sinalizacao via receptores de prostaglandinas durante a crise esta de
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alguma forma causando a baixa regulacdo da gp-P, levando assim a diminuicdo da
distribuicio do medicamento ao cérebro e aumento da resisténcia aos
medicamentos.

Varios transportadores de efluxo de ligacdo ao ATP (ATP-binding cassette
transporters - ABC transporters) entre eles a gp-P, BCRP (Breast Cancer Resistance
Protein) e MRP (Multi-Drug Resistance Proteins) subtipos 1, 4 e 5 (WARREN et al.,
2009) comumente expressos nas ceélulas endoteliais da BHE, estdo associados a
resisténcia a entrada de DAEs no cérebro de pacientes com epilepsia (POTSCHKA,
2010). Destes transportadores, varias investigacbes revelaram um aumento na
expressdo e na modulacdo positiva da gp-P no cérebro e na BHE, em modelos
animais (HARTZ et al., 2017; VOLK; LOSCHER, 2005), bem como em pacientes
com epilepsia refrataria (FELDMANN et al., 2013; LIU et al, 2012a).
Consequentemente, as DAEs sdo expelidas para a circulagdo pela gp-P, antes
mesmo de atingirem o parénquima cerebral, causando assim a baixa resposta
farmacoldgica (LIU et al., 2007).

Por fim, até o momento apenas quatro estudos clinicos investigaram o perfil
da expressao de COX-2 no tecido hipocampal de pacientes com epilepsia do lobo
temporal resistente a drogas, e concluiram haver alta expressdo de COX-2 em
neurdnios, astrocitos e micréglia do tecido esclerético do hipocampo (WEIDNER et
al., 2018; DAS et al., 2012; HOLTMAN et al., 2009; DESJARDINS et al., 2003).
Esses achados corroboram aos estudos néo clinicos que descreveram a relacédo da
COX-2 com a lesao tecidual em hipocampos de animais submetidos a diferentes
modelos de epilepsia. Tomados em conjuntos, esses estudos permitiram teorizar
gue farmacos inibidores seletivos da COX-2 podem, portanto, servir como alternativa
eficaz para o tratamento das epilepsias ou como adjuvantes a terapia com DAES em
pacientes farmacorresistentes (RAWAT et al., 2019; DEY et al., 2016). No entanto,
h& controversas se a via COX-2/PGE; é epileptogénica ou antiepileptogénica, uma
vez que existem estudos contraditérios sobre os efeitos dos inibidores da COX-2 na
atividade epiléptica (OKADA et al., 2001). Mas é fato que a grande maioria dos
estudos acredita que a via COX-2/PGE, €& considerada um potencial alvo
terapéutico, uma vez que sdo mediadores chaves da neuroinflamacédo e da
disfuncdo da BHE. Inibidores da COX-2 tém sido apontados como agentes

adjuvantes importantes contra a farmacorresisténcia a DAEs e, portanto, pode ser
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explorada como uma estratégia futura para o tratamento das epilepsias (RAWAT et
al., 2019; CITRARO et al., 2015; POLASCHECK et al., 2010; AKULA et al., 2008).

2.2.3.2.3. Citocinas

Varios outros mediadores quimicos interagem com a via da COX-2 e vice-
versa, 0 que mostra um dos muitos ciclos de feedback positivo que mantém a
resposta inflamatoria. Citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento, induzem a
expressdo da COX-2 e a biossintese da PGE; em células da glia via estimulacéo de
cinases reguladoras e fatores de transcri¢ao, tais como SPK, TK, PKC, ERK, MAPK
e NFKB (LIN et al., 2017; CAO et al., 2014; OGATA et al., 2007; LIN et al., 2004,
MARK et al., 2001; MOLINA-HOLGADO et al., 2000).

As citocinas sdo um grupo de horménios polipeptidicos que enviam sinais
moduladores (estimulatorios ou inibitérios) para as diferentes células do sistema
imunologico, exacerbando ou finalizando a inflamacao. Citocinas e seus receptores
sdo expressos em varios tecidos, incluindo o sistema nervoso central e periférico
(HOPKINS; ROTHWELL, 1995; SCHOBITZ; DE KLOET; HOLSBOER, 1994).

Em geral, as citocinas tém acdes no SNC que podem ser importantes na sua
protecdo ou lesdo. Logo, as citocinas possuem efeitos pro- e anti-inflamatorios, ou
neurotdxico e neuroprotetores, respectivamente. Essa distincdo ndo € simples, pois
h& sobreposicdo significativa de funcdes entre diferentes citocinas e, portanto,
redundancia consideravel. Por exemplo, o papel de uma citocina especifica pode
mudar ao longo do tempo com a expressao precoce apos leséo, contribuindo para o
agravamento do dano, enquanto a expressao posterior auxilia no processo de reparo
e recuperacao do tecido. Portanto, distingdes pré- e anti-inflamatérias, ndo devem
ser atribuidas de forma definitiva a citocinas especificas em contextos fisiol6gicos ou
patolégicos (ALLAN; ROTHWELL, 2003).

Em tese, os efeitos pro- e anti-inflamatorios das citocinas podem depender de
fatores como tipo de célula, estagio em que ela foi expressa ou contexto da doenca,
se sdo efeitos direto ou indireto, e a localizagdo no SNC. No entanto, os locais de
acdo sao determinados pela presenca do receptor na membrana de uma célula
especifica. A maioria dos receptores de citocinas ja foi descrito no SNC (ALLAN;
ROTHWELL, 2003; SZELENY]I, 2001).
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Os receptores de citocinas pertencem a familia de receptores associados a
tirosinocinase que formam uma familia distinta de proteinas transmembranas, pois
nao apresentam atividade enzimatica intrinseca e, portanto, precisam recrutar
proteinas de sinalizacdo citosolicas. Essas proteinas citosdlicas sao, também,
denominadas tirosinocinases néo-receptoras. A ativagcédo desses receptores por uma
citocina ird estimular o dominio intracelular a ligar-se a uma tirosinocinase
intracelular independente, conhecida como cinase de Janus (JAK). Com a
dimerizacdo induzida pelo acoplamento do ligando, as JAKs fosforilam outras
proteinas conhecidas como transdutores de sinais e ativadores da transcricdo
(STATs), que se transferem ao ndcleo e regulam a transcricdo génica. A via
completa é conhecida como JAK/STAT. Nos mamiferos, existem quatro JAKs e seis
STATs que, dependendo do tipo celular e do sinal, combinam-se diferentemente
para ativar a transcricdo dos genes (BERRIDGE, 2014). Os produtos finais da
transcricdo génica estimulada por citocinas irdo modular diferentes respostas
celulares que podera se manifestar de forma neuroprotetora ou neurotoxica.

As células da glia sdo uma fonte primaria e alvo de muitas citocinas no SNC e
podem liberar substancias neuroativas neuroprotetoras ou neurotoxicas. Algumas
acOes protetoras incluem estimular a expressdo de neurotrofinas e fatores de
crescimento e modular as concentragbes de neurotransmissores (noradrenalina,
serotonina, GABA, acetilcolina e glutamato) e regular diretamente a condutancia
ibnica entre as membranas, acfes que podem promover a sobrevivéncia neuronal
no cérebro lesionado. Por outro lado, muitas substancias neurotoxicas em potencial,
como NO, e outros radicais livres, proteases e aminoacidos excitatérios, podem ser
produzidas e superexpressas pela microglia ativada em resposta a citocinas. A partir
disso, pode-se ver que o resultado final em termos de viabilidade neuronal, em
resposta a lesdo, dependerd do perfil de citocinas e das diferentes substancias
liberadas pelas células da glia em resposta a essas proteinas (HIRAGI; IKEGAYA;
KOYAMA, 2018; ALLAN; ROTHWELL, 2003; LICINIO, 1997).

Especificamente, varios estudos tém descrito a relacdo das citocinas com
crises epilépticas e epilepsias. Observa-se um grande aumento na expressao de
citocinas, tais como IL-1qa, IL-1B, IL-6, IL-8, IL-1Ra, TNFa e IFNy, em pacientes com
epilepsia do lobo temporal (ELT) (SHI et al., 2017; ULUDAG et al., 2015; WANG et
al.,, 2015; PERNHORST et al., 2013; KANEMOTO et al., 2000; ICHIYAMA et al.,

1998; SHENG et al., 1994) e em hipocampo de animais submetidos a modelos de
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crises epilépticas induzidas eletricamente ou quimicamente (RAVIZZA et al., 2005;
VEZZANI et al., 2002; DE SIMONI et al., 2000).

A liberacao inicial de citocinas pode iniciar a producdo adicional de outras
moléculas de sinalizacdo pro-inflamatéria que desempenham atividades pro-
apoptoéticas. A ativacdo de receptores de citocinas € um iniciador critico de uma
série de cascatas de transducdo de sinal, nomeadamente vias das proteinas cinases
ativadas por mitogenos (MAPK) que resultam em muitas respostas pré-inflamatorias
e pro-apoptéticas (CHAPARRO-HUERTA et al., 2008; KIM; SMITH; VAN ELDIK,
2004). Um exemplo de uma cascata comum que leva a ativacdo dessa via € a
proteina do dominio da morte associada ao receptor do fator de necrose tumoral tipo
1 (TRADD) e a proteina do fator 2 associada ao receptor para TNF (TRAF2), que
recrutam enzimas para ativar o fator de transcricdo NFKB. Essas proteinas induzem
as vias da cinase N-terminal c-Jun (JNK), que ativam varios outros fatores de
transcricdo que modulam as MAPK. A ativacdo de receptores de citocinas, também,
€ diretamente pro-apoptética através da producdo mediada pela proteina FADD
(Fas-Associated with Death Domain - dominio de morte associado ao Fas) da
enzima caspase-8, uma enzima fortemente ligada a apoptose e a neurodegeneracao
(HUANG et al., 2005). Tais estudos apoiam o papel etioldgico da neuroinflamacéo
na morte neuronal e, portanto, a afirmacéo que a neuroinflamacédo desempenha um
papel reciproco na epilepsia, ou seja, como uma consequéncia da atividade
epiléptica, bem como um fator contribuinte no desenvolvimento da

neurodegeneracdo associada a doenca.

2.2.3.2.3.1. Interleucina-18 (IL-1)

A IL-1B pertence a familia das interleucinas-1 (IL-1) que compreendem
também a IL-1a e um antagonista natural, a IL-1Ra (antagonista do receptor da IL-
1). Fisiologicamente a IL-1B atua no hipotalamo, exercendo a funcdo de pirégeno
endogeno.

A IL-1B € uma citocina pré-inflamatéria expressa por mondcitos, macrofagos e
células dendriticas. A IL-1B é sintetizada como uma pro-forma inativa de 31 kDa que
se acumula no citosol. A clivagem do pro-IL-1B na proteina ativa de 17 kDa requer a
ativacdo de inflamassomas, que sdo complexos de multiplas proteinas que

respondem a patogenos, condicdes de estresse e outros sinais de perigo. A ativacao
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do inflamassoma desencadeia o processamento do precursor da caspase-1 em sua
forma ativa, que por sua vez cliva o pro-IL-1B. A IL-1B ndo possui um peptideo de
sequéncia de sinal para a via classica do reticulo endoplasmatico para o complexo
de Golgi (ER/Golgi) e é secretada ao lado da caspase-1 por meio de um mecanismo
alternativo. Embora a IL-1 seja mais frequentemente secretada em sua forma ativa,
a secrecdo da proteina ndo clivada pode ser detectavel sob algumas condicdes
bioldgicas. A IL-1B8 desencadeia suas respostas através de dois receptores, IL-1RI e
IL-1RII, ambos compartilhados com IL-1a. A atividade B da IL-1 pode ser moderada
pelo IL-1Ra, uma proteina produzida por muitos tipos de células que blogueia a
ligacdo ao receptor através da inibicdo competitiva. A IL-1p desempenha um papel
importante na defesa inata do hospedeiro, desencadeando a producdo de outras
citocinas pro-inflamatdrias nas células-alvo e iniciando respostas da fase aguda a
infeccdo e lesdo. No entanto, niveis elevados de IL-13 tém sido associados a muitas
condic@es inflamatoérias cronicas, como as epilepsias (DE VRIES et al., 2016).

Estimulos epilépticos e/ou excitotoxicos aumentam a producdo de IL-1B
(VEZZANI et al., 1999; BARTFAI; SCHULTZBERG, 1993). E bem descrito que
drogas pré-convulsivantes aumentam os niveis de mRNA de IL-1B, receptores (IL-
1RI e IL-1RII) e IL-1Ra no cérebro de ratos pouco tempo apoés a inducao de crises
epilépticas em células da glia no hipocampo e em outras areas do sistema limbico
(KOLOSOWSKA et al., 2014; PLATA-SALAMAN et al., 2000; ERIKSSON;
WINBLAD; SCHULTZBERG, 1998; MINAMI et al., 1991; MINAMI et al., 1990). Um
estudo mostrou que apenas camundongos que expressam os receptores IL-1RI e IL-
1RII manifestaram crises apés administracdo de altas doses de IL-1B, enquanto
camundongos deficientes desses receptores foram resistentes a geracéo das crises
(DUBE et al., 2005). Receptores para interleucinas-1 foram encontrados no cérebro
de roedores com densidade particularmente alta no hipocampo, onde provavelmente
estdo localizados em células da glia (BAN et al., 1991).

Um dos principais mecanismos envolvidos nas a¢fes da IL-1B na geracéo e
agravamento das crises epilépticas envolve sua acdo no aumento ou facilitacdo da
funcdo glutamatérgica através dos receptores NMDA e AMPA. A esse respeito, ha
evidéncia que a IL-1p aumenta a disponibilidade extracelular de glutamato e interage
com a funcao do receptor NMDA (VEZZANI et al., 1999; MASCARUCCI et al., 1998;
YE; SONTHEIMER, 1996). A IL-1B pode aumentar a neurotransmissao do glutamato

por mecanismos independentes da lesdo celular neuronal. A IL-1B pode atenuar
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marcadamente a captacdo de glutamato por astrocitos via inibicdo dos
transportadores de amino&cidos excitatorios presentes na membrana dessas células
(BEDNER et al., 2015; HU et al, 2000). Este efeito pode aumentar
biodisponibilidade extracelular do glutamato e potencializar o tdnus glutamatérgico
(FOGAL; HEWETT, 2008; PROW,; IRANI, 2008). A IL-1B8 pode, também, estimular
indiretamente o receptor NMDA, pois os receptores da IL-1B estdo associados as
vias de transducéo de sinal, como ativacédo das proteinas cinases Ser-Thr (PK), PKA
e PKC e geracao de NO, que é conhecido afetar a resposta dos receptores NMDA a
ligantes enddégenos (VIVIANI et al., 2003). Indiretamente a IL-13, também, aumenta
a atividade glutamatérgica ao reduzir a atividade do sistema GABAérgico por
diminuir as correntes de CI através dos receptores GABAA, como demonstrado no
tecido epileptogénico de pacientes com epilepsia do lobo temporal (ROSETI et al.,
2015).

Porém, os efeitos da IL-1B também podem envolver outras citocinas ou
fatores de crescimento. Estudos mostraram que a IL-1B induz a sintese de IL-6 e
TNFa em células da glia (BARTFAI; SCHULTZBERG, 1993). Foi relatado que IL-6 e
TNFa afetam a transmiss&o sinaptica e camundongos que as superexpressam estao
susceptiveis a desenvolverem crises epilépticas e neurodegeneracdo (VELASCO-
RAMIREZ et al., 2013; LICINIO, 1997).

2.2.4. Participagéo dos fatores neurotréficos (neurotrofinas)

Fatores neurotroficos, ou neurotrofinas, sdo importantes proteinas que
apoiam o crescimento, sobrevivéncia e diferenciacdo dos neurbnios em
desenvolvimento e maduros. As neurotrofinas sdo produzidas pelos neurdnios e
células da glia, no entanto os neurdnios produzem mais neurotrofinas sob condi¢cées
fisiolégicas, por outro lado, as células da glia produzem mais neurotrofinas sob
condicdes fisiopatologicas (KOWIANSKI et al., 2018). Doencas com suporte tréfico
anormal e amparado por uma excitabilidade anormal, como as epilepsias, podem
estar relacionadas, em alguns casos, a sinalizacdo anormal de fatores neurotroéficos
(BINDER, 2004).

Sabe-se que a IL-1B regula positivamente a expressao de fatores
neurotroéficos, como o fator de crescimento do nervo (NGF - Nerve Growth Factor) e

o fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF - Brain-Derived Neurotrophic Factor)
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(RAGE; SILHOL; TAPIA-ARANCIBIA, 2006; SPRANGER et al., 1990; LAPCHAK et
al., 1993) e que estes podem estar envolvidos na manutencado das crises epilépticas
(IUGHETTI et al., 2018; MCNAMARA; SCHARFMAN, 2012; HEINRICH et al., 2011).
Este efeito epileptogénico dos fatores neurotréficos podem ser em consequéncia dos
efeitos em longo prazo da IL-1B e possivelmente desempenha um papel funcional
nas alteracdes crénicas na plasticidade neuronal induzida no tecido cerebral ap6s
um evento epilético agudo (DE SIMONI et al., 2000; LAPCHAK; ARAUJO; HEFTI,
1993).

Portanto, o papel dos fatores neurotréficos na fisiopatologia das crises
epilépticas é dubio. A produgdo aumentada de fatores neurotroficos foi demonstrada
em modelos experimentais de crises epilépticas (GALL, 1993) e no hipocampo de
pacientes epilépticos (AKOEV et al., 1996). Estudos mostraram que o BDNF esta
aumentado em areas implicadas na epileptogénese, em especial no hipocampo
(IUGHETTI et al., 2018; MCNAMARA; SCHARFMAN, 2012; HEINRICH et al., 2011;
ELMER et al., 1998; RUDGE et al., 1998). A andlise da rede reguladora de genes
revelou que a via de sinalizacdo BDNF/receptor de tropomiosina cinase B (TrkB)
regula positivamente a inflamacdo cerebral durante crises epilépticas induzidas por
pentilenotetrazol (JIN et al., 2018). Logo, o blogueio da ligacdo do BDNF ao receptor
TrkB poderia inibir o desenvolvimento do estado epiléptico (LAHTEINEN et al.,
2002).

Por outro lado, outras analises sugerem que a expressdo do BDNF esta
reduzida nos pacientes com doencas neurodegenerativas (KOWIANSKI et al., 2018).
Assim, acredita-se que a suplementacdo em longo prazo com BDNF ou o uso de
compostos que aumentam a expressdo de BDNF no tecido epiléptico pode
representar uma estratégia terapéutica valida contra as epilepsias (LIN et al., 2019;
FALCICCHIA et al., 2018). O BDNF, quando liberado no hipocampo epiléptico, reduz
a frequéncia de crises generalizadas ao potencializar a transmissdo sinaptica
inibitoria por regular seletivamente a transcricdo do receptor GABAa pela ativacédo da
via JAK/STAT (LUND et al., 2008), bem como melhora o desempenho cognitivo e
reverte muitas alteracdes histoldgicas associadas as epilepsias, incluindo reducao
das células degeneradas e normalizacdo do volume hipocampal (LIN et al., 2019;
FALCICCHIA et al., 2018).

O BDNF é uma neurotrofina presente em grande quantidade no cérebro e

atua de maneira autécrina e paracrina em varias classes de neurdnios onde regula a
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sobrevivéncia, o crescimento, a diferenciacdo e a plasticidade sinptica neuronal,
bem como desempenha um papel critico na formacdo da memdria ao ativar a via de
transducédo de sinal pelo receptor TrkB. O BDNF € sintetizado como pré-pro-BDNF,
seguido de clivagem para pr6-BDNF. Embora o processamento adicional gere a
proteina madura de 14 kDa, o pro-BDNF é biologicamente ativo e é secretado nas
vesiculas sindpticas juntamente com a forma madura. A sinalizacdo desse fator de
crescimento ocorre, principalmente, através do receptor de tropomiosina cinase B
(TrkB). O receptor TrkB, também conhecido como receptor de tirosina cinase B &
uma proteina que em humanos é codificada pelo gene NTRK2. O receptor TrkB faz
parte da grande familia de receptores tirosina cinases. Esses receptores possuem
um dominio citosélico catalitico que é capaz de adicionar um grupo fosfato a certos
residuos de tirosinas em proteinas alvo. O TrkB pertence a uma subfamilia que inclui
os receptores TrkA e TrkC. O TrkB medeia os efeitos do BDNF, NT-3 (neurotrofina-
3) e NT-4 (neurotrofina-4), porém o TrkA € ativado apenas pelo fator de crescimento
do nervo (NGF) e o TrkC pelo NT-3 (HUANG; REICHARDT, 2001).

2.3. Modelos de crises epilépticas induzidas por pentilenotetrazol

A comunidade cientifica utiliza varios métodos (modelos e testes)
experimentais, validados e reproduziveis, para investigar o potencial farmacolégico
de compostos quimicos de origem natural ou sintético frente a doencas que
acometem o sistema nervo central (YADAV; JAIN; DEB, 2010).

Em nivel ndo clinico, os métodos tém como principio geral o uso de
ferramentas de natureza quimica, elétrica ou mecéanica, que permitam ao
pesquisador induzir ou reproduzir, em animais, alteracdes neuroldgicas préximas as
que ocorrem em seres humanos e, assim, permitam realizar andlises qualitativas
e/ou quantitativas das mudancas comportamentais, histolégicas, bioquimicas ou
moleculares, na presenca do composto experimental (STEWART; KALUEFF, 2015).

Crises epilépticas podem ser induzidas por diferentes mecanismos que, de
alguma forma, interfram na homeostasia entre neurotransmissores ou ions
excitatérios (glutamato, aspartato, Na* e Ca®") e inibitérios (GABA, glicina e K*) do
SNC. Em particular, estudos neuroquimicos apoiam, fortemente, que as crises
epilépticas podem ser geradas a partir da hipoatividade do ténus inibitério neuronal

ou de processos excitatorios excessivamente aumentados em uma dada populacao
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de neurdnios. A hipoatividade inibitoria esta ligada, principalmente, a insuficiéncia da
neurotransmissao mediada por receptores GABA4 ou das correntes de potassio para
0 meio extracelular, ao passo que a excessiva atividade excitatéria pode resultar da
hiperatividade glutamatérgica, em consequéncia da hipoatividade GABAérgica ou de
distarbios funcionais dos canais de sédio e calcio dependentes de ligante ou de
voltagem (canalopatias). Além disso, polimorfismos, alteracdes na expressdo, perda
da func&o ou mutacdo dos canais de potassio e cloreto dependentes de ligantes ou
de voltagem, bem como desequilibrio energético celular, estresse oxidativo e
processos neuroinflamatérios, também, contribuem diretamente para a
hiperexcitabilidade cerebral que resultara na disfuncdo e morte neuronal (LASON;
CHLEBICKA; REJDAK, 2013; ARMIJO et al., 2002; SINGH et al., 2002).

No entanto, o bloqueio do ténus inibitério por compostos quimicos (por
exemplo, pentilenotetrazol, bicuculina e picrotoxina) € um dos principais mecanismos
de acao preferiveis por pesquisadores para induzir crises epilépticas em modelos
experimentais (PITKANEN et al., 2017; TREIMAN, 2001). Entre estes, o modelo de
crises epilépticas induzidas pelo derivado tetrazol, pentilenotetrazol (PTZ), é
considerado eficaz para predizer a utilizacao clinica de novas drogas antiepilépticas
(LOSCHER, 2011).

O PTZ é um composto amplamente utilizado em modelos de distlrbios
neuroldgicos por ser capaz de induzir alteracbes comportamentais, neurofisiolégicas
e neuroguimicas. O PTZ € um agente ansiogénico (10-40 mg/kg), epileptogénico e
neurotoxico (60-80 mg/kg), ou seja, pode reproduzir, em animais, comportamentos
semelhantes a crises de ansiedade, bem como induzir crises epilépticas do tipo
mioclénica, tonico-clénica generalizada, crises de auséncia, ténico-clonica bilateral
focal (abrasamento quimico) e causar morte celular neuronal (> 60 mg/kg) a
depender do método e da dose aplicada (AKDOGAN; YONGUC, 2011).

Por muitos anos 0 mecanismo de acdo do PTZ permaneceu desconhecido.
MacDonald e Barker (1978) foram os primeiros a postular que a acao epiléptica do
PTZ era resultado de um antagonismo ndo competitivo da atividade pds-sinaptica
inibitdria mediada pelo receptor GABAA. Em 1982 foi sugerido que o PTZ atuaria
antagonizando o mesmo sitio de acédo dos benzodiazepinicos nos receptores GABAA
(entre as subunidades a e y) (REHAVI; SKOLNICK; PAUL, 1982) apoiado por
estudos anteriores que relataram que os benzodiazepinicos possuiam potente efeito
antiepiléptico contra crises induzidas pelo PTZ (MOHLER et al., 1978; SWINYARD;
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CASTELLION, 1966). Entretanto, estudos subsequentes sobre 0s possiveis sitios de
acdo do PTZ e outras drogas analépticas estruturalmente relacionadas, descobriram
que a atividade epiléptica in vivo, também, poderia estar fortemente relacionada a
afinidade, demonstrada in vitro, para o local de ligagdo da picrotoxina no receptor
GABAA (HUANG et al, 2001; SQUIRES et al., 1984). A picrotoxina é um
convulsivante que obstrui o poro do canal do receptor GABAA (WOODBURY, 1980).

O receptor GABAA € um complexo proteico heteropentamérico composto de
um conjunto de 19 subunidades provaveis (a1-6, p1-3, y1-3, 8, €, 6, ™ e p1-3)
dispostas em torno de um canal central aquoso (iono6foro), o qual permite a
passagem seletiva do anion cloreto (CI) apds ativacdo dependente da ligacdo de
duas moléculas do neurotransmissor acido y-aminobutirico (GABA) entre as
subunidades a e B do canal. Essa acdo ira promover uma consequente
hiperpolarizagdo da membrana em razdo do aumento de cargas negativas
intracelular. H4 um consenso geral que afirma que esses receptores sao
estruturados, prioritariamente, a partir de duas subunidades a, duas e uma y (ou ©)
(NAKAMURA et al., 2015; OLSEN; SIEGHART, 2008). Por sua vez, o GABA € um
aminoé&cido neutro e o principal neurotransmissor inibitério do parénquima cerebral,
de mamiferos, capaz de contrabalancear com a excitabilidade neuronal
(CZUCZWAR; PATSALOS, 2001).

O PTZ é um antagonista ndo competitivo dos receptores GABAa, porém ira
promover alteracdes em nivel de varios outros sistemas cerebrais, tais como
aumento da atividade glutamatérgica e monoaminérgica, disfuncéo dos sistemas de
defesa antioxidante cerebral, além de promover aumento do estresse oxidativo e
induzir neuroinflamacdo. Em conjunto, essas acfes resultardo em extensos
processos nheurotéxicos, principalmente no hipocampo e cortex cerebral, que
resultardo em alteragbes comportamentais e atrofia hipocampal e cortical
(ALACHKAR et al.,, 2020; ERKEC; ARIHAN, 2015; PAVLOVA; STEPANICHEYV;
GULYAEVA, 2006; PATSOUKIS et al., 2004).

Um estudo, também, se concentrou na forma como o PTZ modula os canais
ibnicos neuronais dependentes de voltagem. Papp e colaboradores (1987)
descobriram que o PTZ aumenta o influxo de cétions (Ca** e Na*), promovendo uma
despolarizacdo anormal da célula nervosa. De acordo com os autores, ap0s a
aplicacado de bloqueadores dos canais de Ca®" houve uma reversdo do efeito do

PTZ, permitindo concluir que esse analéptico, também, poderia atuar diretamente
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nos canais de Ca®* dependentes de voltagem, bem como ser capaz de promover a
perda da seletividade do canal permitindo a passagem, também, de ions Na* (PAPP;
FEHER; ERDELY]I, 1987).

No entanto, os efeitos epilépticos e neurotdxicos do PTZ sdo em decorréncia
da sua capacidade de bloquear a atividade inibitéria dos receptores GABAa. A
reducdo do tonus inibitorio cerebral ira induzir uma casca de eventos que se iniciam
através do desenvolvimento da hiperexcitabilidade cerebral mediada, inicialmente,
pela ativacao dos receptores AMPA e cainato e mantida pela ativacdo excessiva dos
receptores NMDA pelo glutamato, fendmeno conhecido como excitotoxicidade
glutamatérgica (KUMAR et al., 2016; RAKHADE et al., 2012; EKONOMOU;
ANGELATOU, 1999; LASON et al., 1998; SCHROEDER et al., 1998; DA SILVA;
PEREIRA; ELISABETSKY, 1998).

Sabe-se que a ativacdo excessiva dos receptores NMDA, canal catidnico, ira
causar um aumento do influxo de fons Na* e Ca* (VAN DEN POL; OBRIETAN;
BELOUSOV, 1996; KUDO; OGURA, 1986), a subsequente despolarizacdo das
membranas neuronais, ira ativar canais de Na* e Ca®* dependentes de voltagem
(Nay1, Cay; e Cayy) promovendo um influxo maior desses ions. A ativagdo demasiada
dos canais Na,; contribui para a propagacédo do potencial de acdo anormal, que
caracteriza a crise epiléptica (ZBILI; RAMA; DEBANNE, 2016), enquanto que a
ativacdo dos Ca,y, iniciara 0s mecanismos de exocitose de neurotransmissores,
entre eles mais glutamato (FEW et al., 2012). Por sua vez, o Ca*" citosélico,
também, pode ativar os sistemas de liberagcdo de Ca?* induzida por Ca®* (CICR -
calcium-induced calcium release), como 0s receptores de rianodina, presentes nas
reservas intracelulares (reticulo endoplasmatico) dos neurénios do hipocampo
(MURPHY; MILLER, 1988) e promover a liberacdo de mais Ca®* (LEHNART et al.,
2008). A alta concentracdo de Ca*' citosdlico ([Ca**]c) pode contribuir para
desencadear uma sincronia neuronal anormal e causar e manter as crises
epilépticas (NAGRANI et al., 2011), bem como ativar enzimas (DNases, proteases,
cinases, fosfatases e fosfolipases) e a cascata apoptdtica na mitocobndria, que
resultardo em leséo intracelular e peroxidacédo lipidica da membrana, causando
morte neuronal aguda (RASOLA; BERNARDI, 2011; MANEV et al., 1989). Niveis
elevados de Ca*' citosolico, também, podem promover morte neuronal de forma
cronica por aumentar a producdo de radicais livres e induzir estresse oxidativo
celular (PATSOUKIS et al., 2004; EL-ABHAR; EL GAWAD, 2003; RAUCA; ZERBE;
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JANTZE, 1999), assim como pelo desenvolvimento de um processo
neuroinflamatério pela ativacdo exacerbada da micréglia M1 (microgliose) (LEITE;
PEIXOTO-SANTOS, 2019; SIEGER et al., 2012; BROUGH et al., 2003).

Por sua vez, a micréglia ativada irA promover o aumento na expressao e
liberacdo de varios mediadores pro-inflamatérios no hipocampo, tais como NO,
COX-2/PGE; e a interleucina-1p3 (IL-1pB), fatores chaves da neuroinflamacéao induzida
pelo PTZ (HAN et al., 2016; KOLOSOWSKA et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2008b). A
ativacdo da via COX-2/PGE; ira facilitar as crises epilépticas, através da ativacao
dos receptores EP; (GPCRs) que irdo modular positivamente e indiretamente o
aumento da [Ca?']c que, por sua vez, ira favorecer o aumento do estresse oxidativo
e a heurotransmissdo pré-sinaptica excitatéria ao aumentar a exocitose de
aminoacidos, como o glutamato (SANG et al.,, 2005; NISHIHAM et al., 1995). A
PGE,, também, ir4 favorecer indiretamente a expressdao de NO que mediar4d a
dilatacdo e o aumento da permeabilidade da BHE permitindo a migracdo de células
inflamatorias periféricas (leucécitos granulécitos e agranulécitos) para o parénquima
cerebral, potencializando a inflamagao cerebral (DA FONSECA et al., 2014).
Concomitantemente, a alta expressao de IL-1B ira, também, induzir indiretamente o
aumento da [Ca®"]c, mediado por receptores NMDA, por meio da ativagéo da familia
de cinases nado receptoras citoplasmaticas (como SPK) (VIVIANI et al., 2003), e
consequentemente potencializar o desequilibrio entre a transmisséo glutamatérgica
e GABAérgica, através de uma sobrecarga neurotdxica relacionada ao aumento do
influxo de Ca®* e ativacdo do sistema CICR (ZHU et al., 2006). A IL-1B, também, ira
mediar diretamente a perda do transportador de glutamato astroglial. Os
transportadores de aminodcidos excitatérios presente nos astrocitos tém papel
importante na recaptura de glutamato da fenda sinaptica, portanto o bloqueio desses
transportadores irdo aumentar as concentracdes de glutamato livre e assim
contribuir em manter o ciclo excitotéxico (DOI et al., 2009; PROW; IRANI, 2008).

Portanto, as crises epilépticas induzidas por PTZ geram um ciclo recorrente
de excitotoxicidade, estresse oxidativo e inflamacao (Figura 4) no tecido cerebral,

mecanismos potencialmente neurotdxicos e letais (LOSCHER, 2011; COSTA, 1994).
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Figura 4 - Mecanismo de acdo do PTZ.
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Setas preenchidas indicam ativacdo direta. Setas tracejadas indicam ativacéo
indireta. Setas vermelhas estdo associadas ao aumento da concentracdo de Ca?*
citosélico. O PTZ ao bloguear a atividade dos receptores GABAx (1) reduz o tdnus
inibitério cerebral que induzira eventos que se iniciam através do aumento da
concentracdo de glutamato (2) e desenvolvimento da hiperexcitabilidade cerebral
mediada, inicialmente, pela ativacdo dos receptores AMPA e cainato (3) e mantida
pela ativacdo excessiva dos receptores NMDA (4). Esses receptores catibnicos
promoverdo o aumento do influxo de fons Na* e Ca®" e subsequente despolarizacdo
das membranas neuronais que ativard canais de Na® e Ca®" dependentes de
voltagem (5) promovendo um influxo maior desses ions. Por sua vez, a alta
concentracdo de Ca®* citosdlico ativara os receptores de rianodina (RyR), presentes
no reticulo endoplasmético, e promovera a liberacdo de mais Ca** (6). A alta
concentracdo de Ca®* citosdlico ird contribuir para desencadear o aumento do
estresse oxidativo e ativacdo da cascata apoptética na mitocdndria, que resultardo
em lesdo intracelular e peroxidacéo lipidica da membrana, causando morte neuronal
aguda (7). A morte neuronal ira promover o desenvolvimento de um processo
neuroinflamatério pela ativacdo da micréglia em seu perfil M1. A microglia M1
ativada ira promover o aumento na expressao e liberagdo de mediadores pro-
inflamatorios, tais como NO, via COX-2/PGE; e a interleucina-13 (IL-1B). A ativacao
da via COX-2/PGE; (8) ira facilitar as crises epilépticas, através da ativacdo dos
receptores GPCRs EP; que irdo modular positivamente e indiretamente o aumento
da concentracdo de Ca®" citosélico que, por sua vez, ir4 favorecer o aumento do
estresse oxidativo e a neurotransmissado pré-sinaptica excitatoria pelo aumento da
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exocitose de glutamato. A PGE,, também, ira favorecer indiretamente a expressao
de NO que mediarda reagBes vasculares, como a dilatacdo e o aumento da
permeabilidade da barreira hematoencefalica (BHE) permitindo a migracdo de
células inflamatérias periféricas (leucocitos granulécitos e agranuldcitos) para o
parénquima cerebral, potencializando a inflamacéo cerebral (9).
Concomitantemente, a alta expressdo de IL-13 pela microglia M1 ira mediar
diretamente a perda dos transportadores de glutamato astroglial (10). Os
transportadores de aminoacidos excitatérios presente nos astrocitos tém papel
importante na recaptura de glutamato da fenda sinaptica, portanto o bloqueio desses
transportadores irdo aumentar as concentracdes de glutamato livre e assim
contribuir para manter o ciclo excitotoxico. Imagem: Hugo Fernandes Oliveira Pires e
Alefe Brito Monteiro, 2021.

2.4. Farmacologia dos antiepilépticos

As drogas antiepilépticas (DAEs) representam uma classe farmacologica
capaz de prevenir e reduzir a gravidade das crises epilépticas, sendo rotineiramente
mais empregadas em casos de epilepsias; sdo farmacos que, quando administrados
por um periodo prolongado, diminuem a incidéncia da transmisséo neuronal anormal
e excessiva em pacientes com disturbios epilépticos. As DAEs estdo entre os
agentes psicotropicos ativos mais comumente prescritos, apresentando também
outras indica¢cBes, como para o tratamento de transtornos de ansiedade, transtornos
psicoticos, profilaxia da enxaqueca e da dor neuropética (YACUBIAN; COTRERAS-
CAICEDO; RIOS-POHL, 2014; PERUCCA, 2005).

Historicamente, as DAEs podem ser classificadas em quatro geracdes
(Quadro 2).
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Quadro 2 - Classificagéo das DAEs e mecanismo de agao.

~ Classe ou : ~
Geracgéo . Mecanismo de agéo
Farmaco
Barbitlricos Aumento da resposta inibitéria mediada pelo
receptor GABA, (1 tempo de abertura do canal).
Primeira , . Bloqueio de canais de sddio dependentes de
Hidantoinas
voltagem.
‘Succinimidas Bloqueio de canais de calcio tipo T.
Acido valprdico Aumento dos niveis cerebrais ou sinapticos de
(valproato) GABA e Blogueio de canais de célcio tipo T.
, Bloqueio de canais de sodio dependentes de
Carboxamidas ) . e
Segunda voltagem e Bloqueio de canais de calcio tipo L.
Potencializacdo da resposta inibitéria do GABA
Benzodiazepinicos mediada pelo receptor GABAA (1 frequéncia de
abertura do canal).
Gabapentina N&o elucidado.
. , Inibidor irreversivel da GABA-transaminase, enzima
Vigabatrina . ~
. responsavel pela degradacdo do GABA.
Terceira . . T
- Bloqueio de canais de sodio dependentes de
Lamotrigina
voltagem.
Topiramato Multiplos.
Bloqueio seletivo da proteina da vesicula sinaptica
. 2 (SV2) uma glicoproteina da membrana
Brivaracetam . ~ :
necessaria na regulacdo da exocitose de
neurotransmissores estimulada por calcio.
Quarta Acetato de Bloqueio de canais de sodio dependentes de
eslicarbazepina voltagem.
Perampanel Antagonismo ndo-competitivo dos receptores de
P glutamato AMPA.
Ezogabine Modulacao positiva de canais de potassio.

(T) Aumentar; DAEs: drogas antiepilépticas; GABA: acido y-aminobutirico; AMPA:
acido propiénico a-amino-3-hidroxi-5-metilisoxazol-4.
Fontes: SIRVEN et al., 2012; BRODIE; SILLS, 2011; LYNCH et al., 2004.

A primeira geracdo compreende aqueles comercializados entre 1857 e 1959,
incluindo o brometo de potassio, e farmacos da classe dos barbitlricos, hidantoinas
e succinimidas.

Os barbitaricos foram farmacos amplamente utilizados como ansioliticos,
hipnéticos, sedativos e antiepilépticos. Devido ao risco do seu uso clinico ser mais
elevado do que seus beneficios essa classe foi uniformemente substituida. Os
barbituricos induzem depressao respiratoria grave, alteracdes cognitivas e indugao
de enzimas metabolizadoras de farmacos do citocromo hepatico, entre outros
efeitos. fenobarbital (Gardenal),

Representantes: protétipo dos barbitaricos;
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tiopental, barbitdrico de agdo rapida, um dos farmacos usados na injecao letal; e
pentobarbital (LOSCHER; ROGAWSKI, 2012; HO; HARRIS, 1981).

As hidantoinas e seus derivados sdo uma classe de substancias que
despertaram grande interesse, por apresentarem importantes atividades
farmacoldgicas, tais como efeitos antiepiléptico, antiarritmico e no tratamento de
complicacBes diabéticas crbnicas. Representantes: fenitoina, primeiro farmaco néo
sedativo no arsenal de drogas antiepilépticas com um amplo espectro de acao;
fosfenitoina, um pro-farmaco; e etotoina (OLIVEIRA et al., 2008c).

As succinimidas sao farmacos antiepilépticos efetivos para tratar crises de
auséncia, obtidos durante a busca por drogas mais especificas. Representantes:
etossuximida, uma droga bastante efetiva e de baixa toxicidade; fensuximida e
metosuximida (GOMORA et al., 2001).

A segunda geracao inclui o farmaco &cido valpréico (valproato) e farmacos da
classe das carboxamidas e benzodiazepinicos, introduzidos entre 1960 e 1975.

O acido valproico (valproato) foi inicialmente utilizado como solvente de
substancias quimicas organicas e teve sua acado antiepiléptica elucidada nos
laboratorios de Meunier, na Franca, no inicio da década de 1960. Em 1963, durante
a preparacgdo de uma série de compostos heterociclicos que, em decorréncia de sua
baixa solubilidade, precisavam ser dissolvidos em varios solventes, entre eles o
valproato, verificou-se que varias destas moléculas apresentavam propriedade
antiepiléptica e que essa acdo era dependente do solvente. Rapidamente, o
valproato revelou-se um farmaco muito eficaz e de primeira escolha para o controle
das crises epilépticas generalizadas idiopaticas e, algumas décadas mais tarde,
também das epilepsias focais, sendo reconhecido por seu amplo espectro de acéo,
entre eles também efeito antipsicotico (GENTON; SEMAH; TRINKA, 2006).

As carboxamidas sdo drogas eficazes para o tratamento antiepiléptico e
antipsicético. Representantes: carbamazepina, um dos antiepiléptico mais
amplamente usados, sendo um derivado quimico dos antidepressivos triciclicos; e
oxacarbazepina, menos potente que a carbamazepina (TROUPIN, 1978;
CEREGHINO et al., 1974).

Os benzodiazepinicos substituiram largamente os barbitiricos em muitas
areas, principalmente por ndo deprimirem 0s centros respiratérios, apresentando por
isSo um uso mais seguro. E um grupo de farmacos com perfil ansiolitico,

antiepiléptico, sedativo, relaxante muscular e hipnético, efeitos que séo alcancados
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em funcédo da dose administrada. Representantes: diazepam, mais importante por
via endovenosa ou retal em casos de urgéncia; clobazam e o clonazepam, boas
opcOes para a profilaxia de crises em pacientes com epilepsia refrataria a multiplos
antiepiléticos (OCHOA; KILGO, 2016).

Apo6s 1980, passaram a ser comercializados farmacos da terceira geracao,
como a progabida, gabapentina, pregabalina (desenvolvido a partir da gabapentina),
vigabatrina, tiagabina, lamotrigina e topiramato (SIRVEN et al., 2012).

Atualmente, estdo em ascensdo as DAEs de quarta geracdo. As mais
recentes aprovacfes da Food and Drug Administration (FDA) sado: briviact
(brivaracetam ou levetiracetam) aprovado em agosto de 2014; aptiom (acetato de
eslicarbazepina) aprovado em novembro de 2013; fycompa (perampanel) aprovada
em outubro de 2012; e potiga (ezogabine) aprovada em junho de 2011; ambas sao
indicadas para o tratamento especifico de crises epilépticas focais com ou sem
crises secundariamente generalizadas (SIRVEN et al., 2012).

Clinicamente entre as geracdes de DAES, o valproato € o farmaco de primeira
linha para todos os tipos de crises e com baixa possibilidade de agrava-las. E
seguramente um antiepiléptico de muito largo espectro de acdo e de utilizacdo
bastante segura. A carbamazepina € eficaz nas crises focais (ligeiramente mais
eficaz que o valproato nas crises focais com consciéncia prejudicada) e nas crises
tbnico-clénicas generalizadas, mas pode agravar as crises de auséncia, as crises
mioclbnicas, tonicas e atdnicas. Por isso, é imprescindivel e importante que seja
feito o diagndstico correto do tipo de crise para assegurar escolha do farmaco ideal.
Assim, consideram como antiepilépticos de primeira escolha o valproato e a
carbamazepina, e reservam o0s demais antiepilépticos para os pacientes refratarios
(farmacorresistentes) a estes dois farmacos ou nos quais existem contraindicacdes
(GERSTNER; BELL; KONIG, 2008; STORES et al., 1992; LIVINGSTON et al., 1967).

Os efeitos adversos das DAEs séo fatores que comprometem a qualidade de
vida dos pacientes. Os efeitos secundarios mais comuns em curto e longo prazo
sdo: sedacdo, sonoléncia, tontura, fadiga, naduseas e vOmitos, dor de cabeca,
diplopia, alopecia, hirsutismo, hiperplasia gengival, vertigem, ataxia, visdo turva,
tremor, irritabilidade, ganho de peso, disturbio da marcha, entre outros (YACUBIAN;
COTRERAS-CAICEDO; RIOS-POHL, 2014; PERUCCA; GILLIAM, 2012). Porém, a

farmacorresisténcia a DAEs é o fator mais limitante dessa classe, aproximadamente
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30% dos pacientes com epilepsias sao refratarios, isto é, ndo apresentam resposta
adequada ao tratamento farmacolégico (ENGEL, 2016; KWAN et al., 2010).

Diante desse cenario, tém-se observado importantes esforcos globais na
busca de novos compostos promissores para o desenvolvimento de DAEs mais
eficazes e seguras. No entanto, aqui se faz necessario frisar que essas pesquisas,
em sua maioria, estdo se baseando em conhecimentos insuficientes a cerca dos
mecanismos fisiopatogénicos envolvidos nas epilepsias nos quais muitas vezes
omitem ou desconhecem que as epilepsias sdo doencas neurodegenerativas e que,
portanto, pacientes com essa condicdo apresentam alto estresse oxidativo e
neuroinflamacao, que podem contribuir para a excitabilidade neuronal aguda e para
as alteracbes moleculares cronicas, e que estas desempenham um papel no
desenvolvimento das epilepsias, causando em curto e longo prazo manutencao das
crises e progressiva morte neuronal que culmina em prejuizo cognitivo e deméncia.
Assim, observa-se que muitas pesquisas focam apenas em compostos capazes de
potencializar a atividade GABAérgica e/ou reduzir 0s mecanismos de
hiperexcitabilidade, através do blogueio dos canais de sédio e calcio, estabilizando-
0s em seu estado inativado, evitando a despolarizacdo e excitabilidade neuronal.
Logo, constata-se que a busca por novas DAEs ainda se baseia em uma
“‘comodidade experimental”’, ou seja, repeticdo de analises de mecanismos de agao
ja realizados por DAEs classicas (FRANCO; FRENCH; PERUCCA, 2016; BIALER,;
WHITE, 2010).

Como observado, as DAEs disponiveis na préatica clinica ndo possuem
mecanismos que sejam capazes de prevenir ou retardar a progressdo da
neurodegeneracdo associada as epilepsias, assim é essencial que as pesquisas de
novas drogas com potencial antiepiléptico, também, se foquem em compostos que
apresentem perfil neuroprotetor com evidente capacidade de modular alvos
moleculares especificos importantes nos mecanismos que induzem e mantém a
morte neuronal e, assim, evitem ou reduzam a progressdao dos processos
neurotoxicos (excitotoxicidade, estresse oxidativo e neuroinflamacéo) que sustentam

as doencgas neurodegenerativas, entre elas as epilepsias (BIALER; WHITE, 2010).
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2.5. Fenilpropanoides e alcool cinamico

As plantas sdo fontes de compostos quimicos biologicamente ativos e sao
reconhecidas ha milénios por seus efeitos benéficos & saude. Em destaque, as
espécies vegetais aromaticas produzem uma vasta colec¢éo de fitoconstituintes que
vém demonstrando beneficios a saude humana frente a uma variedade de
condicdes patoldgicas (FIRMO et al., 2012; SCHREINER et al., 2012).

Os Oleos essenciais e seus constituintes quimicos tém-se mostrado como
uma alternativa medicinal promissora para o tratamento de diversas doencas do
sistema nervoso central (GULLUNI et al., 2018; ALI et al., 2015; DOBETSBERGER,;
BUCHBAUER, 2011; EDRIS, 2007). Em particular, varios estudos destacam o
potencial beneficio do uso de fitoconstituintes de Oleos essenciais, como 0s
fitocanabinoides, para o controle clinico das crises epilépticas (EMILIE et al., 2019;
LEWIS et al., 2018; REDDY; GOLUB, 2016; GOLDSTEIN, 2016; ABDOLLAHI FARD;
SHOJAII, 2013; SPINELLA; 2001).

Os fitoconstituintes presentes nos 6leos essenciais sdo divididos em duas
grandes classes, a saber: terpenos e fenilpropanoides. Em termos fitoquimicos,
essas duas classes originam-se de precursores diferentes e séo sintetizados por
rotas metabodlicas distintas. E sabido que os terpenos representam a maior classe de
constituintes dos 6leos essenciais, no entanto, os fenilpropanoides, também estdo
presentes em quantidades significativas (SANGWAN et al., 2001).

Como exemplos de fenilpropanoides tém-se o alcool cinamico (AC), aldeido
cindmico, acido cinamico e acetato de cianamila, constituintes presentes no 0Oleo
essencial das cascas de espécies do género Cinnamomum Schaeff. (Lauraceae
Juss.), tais como Cinnamomum verum J.Presl (sinbnimo taxondmico C. zeylanicum
Blume), originaria do Sri Lanka (anteriormente Ceildo - pais na Asia Meridional),
popularmente conhecida como “Canela-verdadeira ou Canela real do Ceildo”, e C.
cassia Nees ex Blume, conhecida como Canela-chinesa ou Cassia (Figura 5)
(ANDRADE et al.,, 2012; KOKETSU et al.,, 1997; ARCHER, 1988; GROSS;
BOLKART; ZENK, 1968).
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Figura 5 - Cinnamomum cassia Nees ex Blume (Canela-chinesa ou Cassia).

Fonte: expressocanela.com e shutterstock.com

A canela € uma das especiarias mais antigas e importantes aplicada na
culindria mundial e medicina tradicional (RIBEIRO-SANTOS et al., 2017; QUINET et
al., 2015; PARTHASARATHY; CHEMPAKAM; ZACHARIAH, 2008). A canela é muito
apreciada na industria alimenticia e cosmética dada ao seu aroma particular, mas foi
considerada, por civilizagbes milenares, um fitoterapico muito valioso (RAVINDRAN;
NIRMAL-BABU; SHYLAJA, 2003). No decorrer da histéria a canela foi usada pela
medicina tradicional como repelente e para tratar varias condi¢des, tais como as
doencas do trato gastrointestinal (Ulceras, dispepsia, diarreia), doencas inflamatérias
(artrite, asma, sinusite/rinite), diabetes e febre. Essa extensa aplicagcdo medicinal da
canela € um representativo da importancia dos seus fitoconstituintes como agentes
dotados de importantes atividades farmacolégicas (LEE; BALICK, 2005). No entanto,
o AC, também, pode ser encontrado em outras espécies, tais como Ficus carica
Linnaeus (figueira) (GIBERNAU et al., 1997; VALLEJO; MARIN; TOMAS-
BARBERAN, 2012), Centella asiatica Linnaeus (centelha asiatica) (BRINKHAUS et
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al.,, 2000) e Rhodiola rosea Linnaeus (raiz de ouro) (PANOSSIAN; WIKMAN;
SARRIS, 2010).

O AC (1), com formula quimica CgH100 (Figura 6), é derivado da via do acido
chiquimico (chiquimato). O acido chiquimico € formado pela condensacdo de dois
metabdlitos da glicose, o fosfoenolpiruvato e a eritrose-4-fostato. O proximo passo
dessa via é a formacdo do acido corismico através da juncdo do &cido chiguimico
com uma molécula de fosfoenolpiruvato. O acido corismico por sua vez gera 0S
aminoacidos aromaticos triptofano, tirosina e fenilalanina. Este Gltimo composto € o
precursor de um dos primeiros grupos de compostos fenodlicos formados a partir do
acido corismico, os fenilpropanoides. A principal enzima da via do chiquimato € a
fenilalanina aménio-liase (PAL). Essa enzima retira o grupo amino da fenilalanina
formando o acido cinamico (3). A partir do acido cinamico, o éster cinnamil-CoA é
formado pela atividade do hidroxicinamato-CoA-ligase. O éster cinnamil-CoA €
reduzido a aldeido cindmico (cinamaldeido, 2) pela hidroxicinamil-CoA-redutase. O
aldeido cinamico, em seguida, pode ser convertido reversivelmente por reacfes de
oxidacdo em alcool cinamico (1) e acido cinamico (3) pelas enzimas 4alcool
desidrogenase e aldeido desidrogenase, respectivamente (MIRMAZLOUM et al.,
2019; AMORIM; PESTANA; MENDES, 2017; GROSS; BOLKART; ZENK, 1968). Por
sua vez, ao serem ingeridos por animais, os derivados cinamicos podem sofrer
reagcoes metabolicas e serem (-oxidados no figado, gerando um metabdlito ativo, o
benzoato (4) como benzoil-CoA (forma sintética: benzoato de sodio) (Figura 7)
(BRAHMACHARI; JANA; PAHAN, 2009).

Figura 6 - Alcool cinamico.

OH

V

1

Sindnimos quimicos: alcool cinnamilico, cinamol, 3-fenil-2-propen-1-ol.
Fonte: Figura do autor.
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Figura 7 - Rota biossintética e metabdlica do alcool cinamico (simplificada).

Acido chiquimico ——> Acido corismico
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Alcool cindmico (1); Aldeido cindmico (2); Acido cinamico (3); Benzoato (4); PAL:
fenilalanina amoénio liase; ADH: alcool desidrogenase; ALDH: aldeido
desidrogenase.

Fonte: Figura do autor.
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Os derivados cinamicos sdo dotados de importantes propriedades
farmacoldgicas, tais como efeitos antimicrobiano, antioxidante, anti-inflamatorio e
neuroprotetor (MONTEIRO et al., 2021; RAO; GAN, 2014). Um estudo anteriormente
desenvolvido pelo nosso grupo de pesquisa descreveu o AC com efeitos ansiolitico-
simile e antinociceptivo e com baixa toxicidade, DLsy estimada em 500 mg/kg de
acordo com a diretriz 423 de 2001 da OECD (Organisation for Economic Co-
operation and Development) (DE ANDRADE et al., 2020). Em nivel de SNC, outros
estudos nédo clinicos descreveram que o AC é um composto capaz de promover
efeitos sedativo e antidepressivo-simile  (SAKINA; DANDIYA, 1990),
antineuroinflamatério (GUNAWARDENA et al., 2015; HO; CHANG; CHANG, 2013;
LIAO et al., 2012) e neuroprotetor (STAVINOHA; VATTEM, 2015; ESSA et al., 2012).

Esses estudos, portanto, fundamentam novas pesquisas que investigam as

potencialidades neurofarmacologicas do AC.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral

Avaliar o efeito antiepiléptico e neuroprotetor do alcool cinamico (AC) e seus
possiveis mecanismos de acdo em camundongos submetidos a modelos de crises

epilépticas induzidas por pentilenotetrazol (PTZ).

3.2. Objetivos especificos

e Investigar o efeito do AC sobre a laténcia para a primeira crise epiléptica
tébnico-clonica generalizada, a intensidade da primeira crise, a laténcia para a
morte e o percentual de sobrevivéncia em camundongos submetidos ao

modelo agudo de crises epilépticas induzidas por PTZ;

e Avaliar o pré-tratamento com o AC sobre a excitotoxicidade via
potencializacdo dos receptores GABA, em camundongos submetidos ao

modelo agudo de crises epilépticas induzidas por PTZ;

e Dosar marcadores do estresse oxidativo e do sistema antioxidante através da
qguantificacdo de substancias reativas ao acido tiobarbittrico (TBARS), nitrito e
glutationa reduzida (GSH), respectivamente, em hipocampo de camundongos
pré-tratados com o AC e submetidos ao modelo agudo de crises epilépticas
induzidas por PTZ;

¢ Realizar analises histomorfométricas para inflamacéo e preservag¢édo neuronal
em hipocampo de camundongos pré-tratados com o AC e submetidos ao

modelo agudo de crises epilépticas induzidas por PTZ;

e Investigar o efeito do AC sobre a laténcia para a primeira crise epiléptica
tbnico-clonica bilateral focal em camundongos submetidos ao modelo de

abrasamento quimico induzido por PTZ (kindling quimico).



72

MATERIAIS E METODOS



73

4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Animais e aspectos éticos

Camundongos machos Swiss (Mus musculus), com peso de 25-30 g e idade
aproximada de 2-3 meses, foram adquiridos da Unidade de Producdo Animal (UPA)
do Instituto de Pesquisa em Farmacos e Medicamentos (IPeFarM) da Universidade
Federal da Paraiba (UFPB). Os camundongos foram alojados em gaiolas de
polipropileno em condi¢Bes controladas de temperatura (22 £ 2° C) e iluminacao
(ciclo claro/escuro de 12 horas) com livre acesso a agua e ragéo (Labina Presence).
Todos o0s procedimentos experimentais foram previamente aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPB, sob o certificado de
namero #7670220319 (ANEXO 1).

Os procedimentos adotados estdo de acordo com o Decreto n° 24.645 de 10
de julho de 1934 que asseguram os direitos dos animais, estabelecendo medidas de
prote¢do aos mesmos e com a Lei 11.794, de 08 de outubro de 2008 (Lei Arouca),
que regulamenta o inciso VIl do 8§ 1° do art. 225 da Constituicdo Federal,
estabelecendo procedimentos para o uso cientifico de animais. Quando necessario
0s animais foram eutanasiados e descartados de acordo com critérios estabelecidos
na Resolucdo Normativa n°® 37 secao |, de 15 de fevereiro de 2018, que trata da
Diretriz da Préatica de Eutanasia do CONCEA (Conselho Nacional de Controle de

Experimentacdo Animal).

4.2. Drogas

Alcool cinamico’ (AC - #108197), diazepam e pentilenotetrazol foram
adquiridos na Merck - Sigma Chemical Co. (Estados Unidos da América - EUA).
Flumazenil foi doado pela Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos LTDA (Brasil).
O AC e o flumazenil foram emulsificados em Tween 80 a 5% em solugcéo salina
(NaCl 0,9%). As outras drogas foram diluidas/dissolvidas em solucédo salina. Todas
as drogas foram injetadas via intraperitoneal (i.p.) em um volume total de 0,1 mL/10

g de peso do animal.

" CAS 104-54-1 (nimero de registro da Chemical Abstracts Service); Solubilidade em agua (2,34 g/L);
logP (1,93); pKa (acido mais forte) = 15,62; pKa (basico mais forte) = -2,5.
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4.3. Protocolos experimentais

Os protocolos experimentais e as hipoteses dos efeitos do AC para cada

andlise sdo apresentados na figura 8.

Figura 8 - Sintese dos protocolos experimentais.
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4.3.1. Modelo agudo de crises epilépticas induzidas por pentilenotetrazol (PTZ)

Camundongos machos foram distribuidos em grupos (n=8) e pré-tratados
(i.p.) com veiculo (Tween 80 a 5% em solucéo salina - NaCl 0,9%) ou diazepam (2
mg/kg) ou AC (0,1, 0,3, 0,7, 1,5, 3,1, 6,2, 12,5, 25 mg/kg). Uma hora apés, cada
animal recebeu uma injecdo de PTZ (80 mg/kg, i.p.) para indugdo das crises
epilépticas. Os animais foram observados quanto aos seguintes parametros
comportamentais: (1) laténcia, em segundos, para o aparecimento da primeira crise

epiléptica tdnico-clénica generalizada; (2) intensidade da primeira crise, de acordo
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com a escala adaptada de Racine (1 = Normal; 2 = Hiperatividade; 3 = Movimentos
verticais repetidos e estereotipados; 4 = Clonia nas patas dianteiras; 5 = Ataque
motor completo ténico-clénico generalizado) (adaptado de ITZHAK; MARTIN, 2000);
e (3) laténcia para a morte, em segundos, durante 30 minutos. Os animais que nao
morreram durante o periodo do teste foram observados durante 72 horas seguintes
e foi registrado o numero de animais que sobreviveram ap0s a administracdo do
PTZ (Figura 9); ao final do teste, os camundongos dos grupos veiculo, diazepam e
AC 0,7 mg/kg foram eutanasiados e os encéfalos foram rapidamente retirados e
conservados em solucdo de formaldeido a 10% em tampé&o fosfato (pH 7,4) para
posterior analises histomorfométricas do hipocampo (adaptado de LOSCHER et al.,
1991).

Figura 9 - Desenho experimental do modelo agudo.

Veiculo
DZP 2 mg/kg
ACO,1-25mg/kg PTZ 80 mg/kg
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60 min 30 min % de animais vivos

Parametros: LC, IC, LM

LC: laténcia para a 12 crise epiléptica tbnico-clénica generalizada; IC: intensidade da
12 crise epiléptica; LM: laténcia para a morte.

4.3.2. Teste de antagonismo por flumazenil

Grupos distintos de camundongos machos foram pré-tratados (i.p.) com o
flumazenil (10 mg/kg - antagonista seletivo do sitio de ligacdo dos
benzodiazepinicos no receptor GABA,) e, apds vinte minutos, cada grupo (n=8) foi
tratado com diazepam (2 mg/kg) ou AC (0,7 mg/kg), via i.p. Como controle, grupos
de animais foram tratados apenas com o veiculo (Tween 80 a 5% em solugéo salina)

ou diazepam (2 mg/kg) ou AC (0,7 mg/kg). Decorridos 60 minutos, todos 0s grupos
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foram submetidos ao modelo agudo de crises epilépticas induzidas por PTZ (Figura
10) (adaptado de LOSCHER et al., 1991).

Figura 10 - Desenho experimental do teste de antagonismo por flumazenil.
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LC: laténcia para a 12 crise epiléptica tbnico-clénica generalizada; IC: intensidade da
12 crise epiléptica; LM: laténcia para a morte.

4.3.3. Analises neuroquimicas

Camundongos machos foram distribuidos em grupos (n=8) e pré-tratados
(i.p.) com (1) solucéo salina (grupo basal) ou (2) veiculo (Tween 80 a 5% em solucao
salina) ou (3) AC (0,7 mg/kg). Uma hora apés, os animais dos grupos 2 e 3
receberam uma injecdo (i.p.) do PTZ (80 mg/kg); trinta minutos apds, todos os
camundongos foram eutanasiados e os cérebros foram rapidamente dissecados e o
hipocampo foi retirado para quantificacdo da concentracdo de substancias
reativas ao &cido tiobarbitarico (TBARS), nitrito e glutationa reduzida (GSH),

como segue (Figura 11).
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Figura 11 - Desenho experimental das analises neuroquimicas.
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HC: hipocampo; MDA: malondialdeido; GSH: glutationa reduzida.
4.3.3.1. Quantificacdo de TBARS

Para essa analise, foram preparados homogenatos de hipocampo a 10%
p/v em 1,15% p/v de tampdo de cloreto de potassio. Em um tubo de ensaio,
misturaram-se 50 yL do homogenato em 200 yL de uma solugdo de acido
tiobarbitirico a 0,6% p/v em hidroxido de sodio 0,5 N e 200 uyL de acido
tricloroacético a 10% p/v. A mistura foi incubada em banho-maria (95-100° C) por
15 minutos. ApOs esse periodo, os tubos foram introduzidos em um banho de
gelo para interromper a reagdo. O material arrefecido foi entdo centrifugado
durante 5 minutos a 1.792 g; 100 pL do sobrenadante foram transferidos para
uma placa Elisa onde a absorbancia do produto da reacéo foi determinada a um
comprimento de onda de 540 nm. Os valores de absorbancia foram interpolados
em uma curva padrdo de malondialdeido (MDA), e os resultados foram
expressos em micromol (umol) de MDA por grama de tecido. O MDA é um
subproduto da peroxidacéo lipidica e, portanto, serve como um marcador da lesédo
da membrana celular (DRAPER; HADLEY, 1990).



78

4.3.3.2. Quantificacdo de nitrito

Para essa analise, foram preparados homogenatos de hipocampo a 10%
p/v.em 1,15% p/v de cloreto de potassio, os quais foram submetidos a
centrifugacdo por 15 minutos em uma centrifuga refrigerada (4° C) a 25.200 g. A
técnica utiliza o reagente de Griess (0,1% de N-1-nafiletiienodiamina, agua
bidestilada, 1% de sulfanilamida e 5% de acido fosférico na proporcdo de
1:1:1:1). Este reagente revela a presenca de nitrito em amostras bioldgicas por
meio de uma reacdo de diazotizacdo que forma um cromoforo cor-de-rosa com
um pico de absorbédncia a 560 nm); 100 pyL do reagente de Griess foram
adicionados em 100 yL do homogenato sobrenadante. Para o teste em branco,
foram utilizados 100 yL do reagente Griess mais 100 pL de solugdo salina.
Finalmente, 100 yL do branco e as amostras foram transferidas para uma placa
Elisa onde a absorbancia do produto da reacao foi determinada no comprimento
de onda de 540 nm. Os resultados foram expressos em pmol/g de tecido. O
nitrito € um metabolito do oxido nitrico (NO) comumente dosado como marcador
da concentracdo de NO (GREEN; GOLDMAN, 1981).

4.3.3.3. Quantificacdo de GSH

Este teste é baseado na reacdo do 5,5'-ditiobis (acido 2-nitrobenzéico)
(DTNB) com grupos tiol (método de Ellman). Para essa analise, foram
preparados homogenatos de hipocampo a 10% p/v em tampdo EDTA 0,02 M
(10% p/v) e misturado com uma solugdo de &cido tricloroacético a 50%. As
amostras foram centrifugadas (3000 rpm/15 minutos) e o sobrenadante foi
coletado e misturado com tampéo Tris-HCI 0,4 M, pH 8,9 e DTNB 0,01 M. A
concentracdo de GSH, pg/g de tecido uUmido, foi determinada por
espectrofotometria a 412 nm (SEDLAK; LINDSAY, 1968).

4.3.4. Analises histomorfométricas

Os animais submetidos ao modelo agudo de crises epilépticas induzidas por
PTZ foram eutanasiados de acordo com a Diretriz da Pratica de Eutanasia do
CONCEA (2018). Os cérebros foram removidos e fixados em solugéo de formaldeido

a 10% em tampdo fosfato (pH 7,4) para a realizacdo das analises
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histomorfométricas. Cortes sagitais, foram feitos em intervalos de 1 mm, obtidos a
partir de um corte inicial proximo aos corpos mamilares. Para o estudo microscopico,
seccOes do hipocampo de 4 uM foram feitas, coradas em hematoxilina e eosina
(HE), e analisadas com auxilio de um microscopio 6ptico em um aumento de 40x
(Figura 12). Os hipocampos foram observados e classificados de acordo com as
descri¢cdes do Atlas de Paxinos e Watson (2006). O grau de preservagao neuronal
foi expresso através de uma escala percentual de 0 (nenhum) a 100 (total) para
cada hipocampo analisado. Os animais foram definidos com leséo cerebral quando
houve pelo menos 50% de alteracdo no hipocampo conforme descrito anteriormente
por Campélo et al. (2011).

Figura 12 - Desenho experimental das analises histomorfométricas.
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HE: hematoxilina e eosina.
4.3.5. Modelo de abrasamento quimico induzido por PTZ (kindling quimico)

Os roedores foram distribuidos em grupos (n=8) e pré-tratados (i.p.) com
veiculo (Tween 80 a 5% em solugéo salina) ou diazepam (2 mg/kg) ou AC (0,7
mg/kg). Decorridos 60 minutos, cada animal recebeu uma inje¢édo de PTZ (30
mg/kg, i.p.), sendo imediatamente observado quanto a laténcia, em segundos, para

0 aparecimento da primeira crise epiléptica ténico-clénica bilateral focal, durante
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30 minutos (ERKEC; ARIHAN, 2015; DHIR, 2012). O procedimento acima descrito

foi repetidamente realizado em dias alternados, durante 21 dias (Figura 13).

Figura 13 - Desenho experimental do modelo de abrasamento quimico.
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LCF: laténcia para a 12 crise epiléptica tonico-clénica bilateral focal.
4.4. Analise estatistica

Os resultados que obedeceram a uma distribuicdo normal de frequéncia
foram analisados por métodos paramétricos (ANOVA de uma ou duas vias), seguida
pelo teste de Tukey (quando a comparacéao foi realizada entre trés ou mais grupos)
ou pelo teste t ndo pareado (quando comparados apenas dois grupos). Nos gréaficos,
os dados paramétricos foram expressos em média + erro padréo da média (E.P.M.).

As variaveis ordinais, por ndo obedecerem a uma distribuicdo normal de
frequéncia, foram analisadas por métodos ndo paramétricos (teste de Kruskal-Wallis
seguidos pelo teste de Dunns) e os resultados foram apresentados em mediana e 0s
percentis 25 e 75. Para todas as analises foi considerado o nivel critico para rejeigéo
da hipdtese de nulidade os valores menores que 0,05 (p < 0,05). As analises foram

realizadas utilizando o software GraphPad Prism 6.0.
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5. RESULTADOS
5.1. Crises epilépticas induzidas por PTZ

O AC + PTZ 80 aumentou a laténcia para a primeira crise ténico-clénica
generalizada em 18,9% (0,3 mg/kg), 81,7% (0,7 mg/kg), 71,1% (1,5 mg/kg), 72,0%
(3,1 mg/kg), 52,5% (6,2 mg/kg), 80,0% (12,5 mg/kg) e 79,9% (25 mg/kg) em
relagdo ao grupo veiculo + PTZ 80 (Grafico 1A e Tabela 1). No entanto, néo foi
observada diferenca significativa entre os grupos tratados com o AC + PTZ 80 e
0 grupo veiculo + PTZ 80 em relacao a intensidade da crise (Grafico 1B e Tabela
1). Por outro lado, o AC (0,7 - 25 mg/kg) + PTZ 80 aumentou significativamente a
laténcia para a morte, quando comparado ao grupo veiculo + PTZ 80, em 82,7%
(Grafico 1C e Tabela 1). Adicionalmente, 100% dos animais pré-tratados com o
AC (0,7 - 25 mg/kg) e que receberam o PTZ 80 sobreviveram 72h apdés o teste
(Tabela 2).
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Gréficos 1 - Efeito do AC sobre a laténcia para a 12 crise epiléptica ténico-
clénica generalizada (A), intensidade da 12 crise epiléptica (B) e laténcia para a
morte (C) (n=8).
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Os graficos ‘A’ e ‘C’ representam a média + erro padrdo da média (E.P.M.)
analisada através da ANOVA de uma via seguido pelo teste de Tukey (post hoc)
e teste t ndo pareado. O grafico ‘B’ representa a mediana (percentil 25 - percentil
75) analisada por Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunns (post hoc). Valores
significativos quando p < 0,05: “a@”, “b”, “c” e “d” vs Veiculo + PTZ 80, DZP 2 +
PTZ 80, AC0,1+PTZ80e AC 0,3 + PTZ 80, respectivamente. DZP 2: diazepam
2 mg/kg. AC: alcool cindmico. PTZ 80: pentilenotetrazol 80 mg/kg.
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Tabela 1 - Coluna estatistica do efeito do AC sobre a laténcia para a 12 crise
epiléptica tdnico-clénica generalizada (LC), intensidade da 12 crise epiléptica (IC)
e laténcia para a morte (LM).

Grupos/Tratamentos LC IC LM
(n=8) Média + E.P.M. Mediana Média + E.P.M.

Veiculo + PTZ 80 (a) 61,6 + 0,9s 5,0 310,3 £ 6,9s
DZP 2 + PTZ 80 (b) 1800 + 0,0s @ 1,0 @ 1800 + 0,0s @
AC 0,1 + PTZ 80 (c) 65,7 + 5,55 © 5,0 ® 291,2 + 36,35 @
AC 0,3 + PTZ 80 (d) 76,0 + 2,55 @P) 50 ® 325,4 + 74,9s )
ACO0,7+PTZ80(e) | 337,1+76,1s @ 5,0 ® 1800 + 0,0s @9
AC 1,5 + PTZ 80 (f) 213,3 + 50,65 @ 5,0® 1800 + 0,0s @9
AC3,1+PTZ80(g) | 220,3 +54,4s @P 5,0 ® 1800 + 0,0s @&9
AC 6,2 + PTZ 80 (h) 130,0 + 7,4s @P) 50® 1800 + 0,0s @¢9
AC 12,5+ PTZ 80 () | 309,5+ 52,85 @P 5,0 ® 1800 + 0,0s @&9

AC 25 + PTZ 80 (j) 307,6 + 55,1s @P 5,0 ® 1800 + 0,0s @9

Valores significativos quando p < 0,05: “a”, “b”, “c” e “d” vs Veiculo + PTZ 80,
DzZP 2 + PTZ 80, AC 0,1 + PTZ 80 e AC 0,3 + PTZ 80, respectivamente. DZP 2:
diazepam 2 mg/kg; AC: alcool cindmico; PTZ 80: pentilenotetrazol 80 mg/kg;
E.P.M.: erro padrédo da média.

Tabela 2 - Porcentagem dos camundongos que sobreviveram apés 72h.

Grupos/Tratamentos % de
(n=8) sobrevivéncia
Veiculo + PTZ 80 0
DzP 2 + PTZ 80 100
AC 0,1+ PTZ80 25
AC 0,3+ PTZ 80 25
AC 0,7 + PTZ 80 100
AC 1,5+ PTZ80 100
AC 3,1+ PTZ 80 100
AC 6,2 + PTZ 80 100
AC 12,5+ PTZ 80 100
AC 25+ PTZ 80 100

DZP 2: diazepam 2 mg/kg; AC: éalcool cindmico; PTZ 80: pentilenotetrazol 80

mg/kg.

5.2. Curva dose-resposta

De acordo com os resultados obtidos na laténcia para a morte, foi

construida uma curva dose-resposta (Grafico 2). Observa-se que a menor dose

do AC que apresentou 100% de resposta, frente o parametro laténcia para a

morte, foi 0,7 mg/kg (log = -0,1). Baseado nessa informagéo, todos os testes e

analises posteriores foram realizados apenas com a dose supracitada.
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Gréfico 2 - Curva dose-resposta do AC sobre a laténcia para a morte (n=8).
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Os circulos preenchidos representam a média + erro padrdo da meédia (E.P.M.)
em funcado do Log da dose (mg/kg) = -0,7 (AC 0,1 mg/kg), -0,4 (AC 0,3 mg/kg), -
0,1 (AC 0,7 mg/kg), 0,1 (AC 1,5 mg/kg), 0,4 (AC 3,1 mg/kg), 0,7 (AC 6,2 mg/kg),
1,0 (AC 12,5 mg/kg), 1,3 (AC 25 mg/kg).

5.3. Antagonismo por flumazenil

O AC 0,7 + PTZ 80 aumentou a laténcia para a primeira crise epiléptica
ténico-clénica generalizada em 81,1% em relacdo ao grupo veiculo + PTZ 80. Por
outro lado, quando associado ao flumazenil, o efeito do AC 0,7 mg/kg foi reduzido
em 76,0% em relacdo ao grupo que recebeu apenas o AC 0,7 + PTZ 80 (Gréfico 3A
e Tabela 3). No entanto, nenhuma alteracao foi observada quanto a intensidade da
12 crise epiléptica dos animais em relacdo ao grupo veiculo + PTZ 80 (Gréfico 3B e
Tabela 3). Por fim, o AC 0,7 + PTZ 80 aumentou a laténcia para a morte em 91,1%
em relacdo ao grupo veiculo + PTZ 80. Porém, a associacdo entre flumazenil e AC
0,7 mg/kg reduziu a laténcia para a morte em 86,4% em relacdo ao grupo que
recebeu apenas o AC 0,7 + PTZ 80 (Grafico 3C e Tabela 3). Adicionalmente, a
porcentagem de sobrevivéncia dos animais pré-tratados com a associacao
flumazenil e AC 0,7 mg/kg foi de 0% em relacédo ao grupo que recebeu apenas o
AC 0,7 + PTZ 80 (100%) (Tabela 4).
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Gréficos 3 - Efeito do AC, na presenca flumazenil, sobre a laténcia para a 12
crise epiléptica tdnico-clénica generalizada (A), intensidade da 12 crise epiléptica
(B) e a laténcia para a morte (C) (n=8).
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Os graficos ‘A’ e ‘C’ representam a média + erro padrdo da média (E.P.M.)
analisada através da ANOVA de uma via seguido pelo teste de Tukey (post hoc)
e teste t ndo pareado. O grafico ‘B’ representa a mediana (percentil 25 - percentil
75) analisada por Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunns (post hoc). Valores
significativos quando p < 0,05: “a@”, “b”, “c” e “d” vs Veiculo + PTZ 80, DZP 2 +
PTZ 80, FLU 10 + DZP 2 + PTZ 80 e AC 0,7 + PTZ 80, respectivamente. DZP 2:
diazepam 2 mg/kg; AC 0,7: &lcool cindmico 0,7 mg/kg; FLU 10: flumazenil 10
mg/kg; PTZ 80: pentilenotetrazol 80 mg/kg.
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Tabela 3 - Coluna estatistica do efeito do AC, na presenca flumazenil, sobre a
laténcia para a 12 crise epiléptica tdnico-clonica generalizada (LC), intensidade
da 12 crise epiléptica (IC) e laténcia para a morte (LM).

Grupos/Tratamentos LC IC LM
(n=8) Média + E.P.M. Mediana Média + E.P.M.

Veiculo + PTZ 80 (a) 43,0+ 1,2s 5,0 159,4 + 23,4s
DZP 2 + PTZ 80 (b) 1800 + 0,0s @ 1,0 @ 1800 + 0,0s @
FLU 10 + DZP 2 + (a,b) (b) (a,b)

PTZ 80 (0) 101,1 + 6,9s 5,0 802,1 + 173,8s

AC 0,7 + PTZ80 (d) | 228,0 + 16,4s @P© 50® 1800 + 0,0s @

FLUL0+ ACO.7+ | 54 541,05 009 5,0 ® 244,5 + 47,55 ©°9

PTZ 80 (e)

Valores significativos quando p < 0,05: “a”, “b”, “c” e “d” vs Veiculo + PTZ 80,
DzP 2 + PTZ 80, FLU 10 + DZP 2 + PTZ 80 e AC 0,7 + PTZ 80,
respectivamente. DZP 2: diazepam 2 mg/kg; AC 0,7: élcool cindmico 0,7 mg/kg;
FLU 10: flumazenil 10 mg/kg; PTZ 80: pentilenotetrazol 80 mg/kg; E.P.M.: erro
padrao da média.

Tabela 4 - Porcentagem dos camundongos que sobreviveram apds 72h.

Grupos/Tratamentos % de
(n=8) sobrevivéncia
Veiculo + PTZ 80 0
DZP 2 + PTZ 80 100
FLU 10 + DZP 2 + PTZ 80 12,5
AC 0,7 + PTZ 80 100
FLU 10+ AC 0,7 + PTZ 80 0

DZP 2: diazepam 2 mg/kg; AC 0,7: alcool cindmico 0,7 mg/kg; FLU 10: flumazenil
10 mg/kg; PTZ 80: pentilenotetrazol 80 mg/kg.
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5.4. Concentracdo de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS -
MDA)

Nessa analise observou-se que o veiculo + PTZ 80 aumentou em 32,3% a
concentracdo de malondialdeido (MDA) em relacdo ao grupo basal. Por outro
lado, o AC 0,7 + PTZ 80 reduziu a concentracdo de MDA hipocampal em 34,8%

em relacdo ao grupo veiculo + PTZ 80 a niveis basais (Grafico 4 e Tabela 5).

Gréfico 4 - Efeito do AC sobre a concentragao (umol/g) de MDA em homogenato
de hipocampo de camundongos (n=8).
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O graéfico representa a média * erro padrdo da média (E.P.M.) analisada através
da ANOVA de uma via seguido pelo teste de Tukey (post hoc). Valores
significativos quando p < 0,05: “@” e “b” vs Basal e Veiculo + PTZ 80,
respectivamente. AC 0,7: alcool cinamico 0,7 mg/kg; PTZ 80: pentilenotetrazol 80
mg/kg; MDA: malondialdeido.

Tabela 5 - Coluna estatistica do efeito do AC sobre a concentragcédo (umol/g) de

MDA.
Grupos/Trfltamentos Média + E.P.M.
(n=8)
Basal (a) 301,2 £ 12,4 umol/g
Veiculo + PTZ 80 (b) | 445,5 + 39,6 umol/g @
AC 0,7 + PTZ 80 (c) 290,4 + 15,2 ymol/g ®

Valores significativos quando p < 0,05: “a” e “b” vs Basal e Veiculo + PTZ 80,
respectivamente. AC 0,7: alcool cinamico 0,7 mg/kg; PTZ 80: pentilenotetrazol 80
mg/kg; MDA: malondialdeido; E.P.M.: erro padrado da media.
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5.5. Concentracao de nitrito

O veiculo + PTZ 80 aumentou em 65,8% a concentracdo de nitrito em
relacdo ao grupo basal. Por outo lado, o AC 0,7 + PTZ 80 reduziu a
concentracdo de nitrito no hipocampo em 46,3% em relagdo ao grupo veiculo +

PTZ 80 proximo a niveis basais (Grafico 5 e Tabela 6).

Gréfico 5 - Efeito do AC sobre a concentragao (umol/g) de nitrito em homogenato
de hipocampo de camundongos (n=8).
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O grafico representa a média + erro padrao da média (E.P.M.) analisada através
da ANOVA de uma via seguido pelo teste de Tukey (post hoc). Valores
significativos quando p < 0,05: “@a” e “b” vs Basal e Veiculo + PTZ 80,
respectivamente. AC 0,7: alcool cindmico 0,7 mg/kg; PTZ 80: pentilenotetrazol 80
mg/Kkg.

Tabela 6 - Coluna estatistica do efeito do AC sobre a concentragéo (umol/g) de

nitrito.
Grupos/Trfltamentos Média + E.P.M.
(n=8)
Basal (a) 8,4 £ 0,5 ymol/g
Veiculo + PTZ 80 (b) 24,6 + 4,0 ymol/g @
AC 0,7 + PTZ 80 (c) 13,2 + 0,9 pymol/g ®

Valores significativos quando p < 0,05: “a” e “b” vs Basal e Veiculo + PTZ 80,
respectivamente. AC 0,7: alcool cinamico 0,7 mg/kg; PTZ 80: pentilenotetrazol 80
mg/kg; E.P.M.: erro padrdao da média.
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5.6. Concentracédo de glutationa reduzida (GSH)

Por fim, o veiculo + PTZ 80 diminuiu em 44,1% a concentracdo de GSH em
relacdo ao grupo basal. Por outo lado, o AC 0,7 + PTZ 80 aumentou a

concentracdo hipocampal de GSH em 50,5% em relagdo ao grupo veiculo + PTZ
80 a niveis basais (Grafico 6 e Tabela 7).

Gréfico 6 - Efeito do AC sobre a concentracao (ug/g) de GSH em homogenato de
hipocampo de camundongos (n=38).
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O graéfico representa a média * erro padrdo da média (E.P.M.) analisada através
da ANOVA de uma via seguido pelo teste de Tukey (post hoc). Valores
significativos quando p < 0,05: “@” e “b” vs Basal e Veiculo + PTZ 80,

respectivamente. AC 0,7: alcool cinamico 0,7 mg/kg; PTZ 80: pentilenotetrazol 80
mg/kg; GSH: glutationa reduzida.

Tabela 7 - Coluna estatistica do efeito do AC sobre a concentragao (ug/g) de

GSH.
Grupos/Trfltamentos Média + E.P.M.
(n=8)
Basal (a) 110,5 £ 29,4 ug/g
Veiculo + PTZ 80 (b) 61,7 + 6,7 ug/g @
AC 0,7 + PTZ 80 (c) 124,8 + 10,9 ug/g @

Valores significativos quando p < 0,05: “a” e “b” vs Basal e Veiculo + PTZ 80,
respectivamente. AC 0,7: alcool cinamico 0,7 mg/kg; PTZ 80: pentilenotetrazol 80
mg/kg; GSH: glutationa reduzida; E.P.M.: erro padrdo da média.
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5.7. Andlises histomorfométricas do hipocampo

Na figura 14 sdo mostrados cortes histologicos do hipocampo corado com
hematoxilina e eosina. As imagens A e E evidenciam neurbnios preservados em
todas as regifes analisadas com auséncia de reacdo vascular, compativel com a
normalidade. Nos animais do grupo veiculo + PTZ 80 (B e F), observa-se intensa
morte de neurdnios (29,3%) em relacdo ao grupo basal, por padrdo compativel a
apoptose (seta) e reagcdo vascular em diversas regides, de forma diversa, em
especial em CAl, CA2 e giro dentado (cabeca da seta). Por outro lado, nos animais
tratados com o DZP 2 + PTZ 80 (C e G) ou AC 0,7 + PTZ 80 (D e H), observa-se
auséncia de reacao vascular e preservacao dos neurdnios hipocampais em 29,1% e
22,7%, respectivamente, em relagdo ao grupo veiculo + PTZ 80 (Grafico 7 e Tabela
8).

Figura 14 - Cortes histoldgicos do hipocampo corado em hematoxilina e eosina.

Aumento 40x. Setas: apoptose. Cabeca das setas: reacdo vascular. Basal (A e E),
Veiculo + PTZ80 (BeF),DZP 2+ PTZ80 (Ce G), AC0,7 + PTZ 80 (D e H). DZP 2:
diazepam 2 mg/kg; AC 0,7: alcool cindmico 0,7 mg/kg; PTZ 80: pentilenotetrazol
80 mg/kg.
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Gréfico 7 - Grau de preservacao de neurdnios hipocampais.
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O grafico representa a média * erro padrdao da média (E.P.M.) analisada através
da ANOVA de uma via seguido pelo teste de Tukey (post hoc). Valores
significativos quando p < 0,05: “a”, “b” e “c” vs Basal, Veiculo + PTZ 80 e DZP 2
+ PTZ 80, respectivamente. DZP 2: diazepam 2 mg/kg; AC 0,7: &lcool cindmico
0,7 mg/kg; PTZ 80: pentilenotetrazol 80 mg/kg.

Tabela 8 - Coluna estatistica do grau de preservacdo de neurdnios hipocampais

(area/um?).
Grupos/Trfltamentos Média + E.P.M.
(n=8)
Basal (a) 94,0 + 0,6 ym*
Veiculo + PTZ 80 (b) 66,4+ 1,3 ym*®@
DZP + PTZ 80 (c) 93,8+ 0,6 ym*®
AC 0,7 + PTZ 80 (d) 86,0 + 0,8 ym?*@P°)

Valores significativos quando p < 0,05: “a”, “b” e “¢c” vs Basal, Veiculo + PTZ 80 e
DZP 2 + PTZ 80, respectivamente. DZP 2: diazepam 2 mg/kg; AC 0,7: &lcool
cinamico 0,7 mg/kg; PTZ 80: pentilenotetrazol 80 mg/kg; E.P.M.: erro padrdo da
média.

5.8. Abrasamento quimico

Camundongos pré-tratados com o AC 0,7 mg/kg, em dias alternados, durante
21 dias ndo apresentaram crises epilépticas ou comportamento epileptogénico
gue indicasse o0 desenvolvimento de um estado de mal epiléptico convulsivo em
relacdo ao grupo veiculo + PTZ 30. Em valores percentuais os grupos DZP 2 +
PTZ 30 e AC 0,7 + PTZ 30 aumentaram entre 33,9% e 47,3% (15° dia - 33,9%,
17° dia - 44,9%, 19° dia - 47,3% e 21° dia - 46,7%) a laténcia para a primeira
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crise epiléptica tbnico-clbénica bilateral focal em relagcdo ao grupo veiculo + PTZ
30 entre 0 15° e 21° dia (Gréfico 8 e Tabela 9).

Gréfico 8 - Efeito do AC sobre a laténcia para a 12 crise epiléptica tbnico-clonica
bilateral focal (n=8), durante 21 dias.
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O gréfico representa a média * erro padrao da média (E.P.M.) analisada através
da ANOVA de duas vias seguido pelo teste de Tukey (post hoc). Valores
significativos quando p < 0,05: “a” vs Veiculo + PTZ 30. DZP 2: diazepam 2
mg/kg; AC 0,7: alcool cinamico 0,7 mg/kg; PTZ 30: pentilenotetrazol 30 mg/kg.

Tabela 9 - Coluna estatistica do efeito do AC sobre a laténcia para a 12 crise
epiléptica tdnico-clénica bilateral focal, durante 21 dias.

Dias
Grupos/
Tratamentos 12 32 52 7° 92 112 132 152 17¢ 192 212
(n=8)
Veiculo + PTZ30 | 1800+ | 1800+ | 1800+ | 1800 + | 1627,5+ | 1634,0+ | 14265+ | 1188,7+ | 991,1 + | 948,2+ | 959,1 +
(a) 0,0s 0,0s 0,0s 0,0s 172,5s 166,0s 244 5s 298,2s 306,4s | 321,9s | 317,8s
DZP2+PTZ30 | 1800+ | 1800+ | 1800+ | 1800 * 1800 + 1800 + 1800 £ 1800 + 1800+ | 1800+ | 1800 *
(b) 0,0s 0,0s 0,0s 0,0s 0,0s 0,0s 0,0s 0,0s® | 0,0s® | 0,0s@ | 0,0s@
ACO0,7+PTZ30 | 1800+ | 1800+ | 1800+ | 1800 £ 1800 = 1800 = 1800 + 1800 1800+ | 1800+ | 1800
() 0,0s 0,0s 0,0s 0,0s 0,0s 0,0s 0,0s 0,0s6@® | 0,0s@ | 0,0s@® | 0,0s@®

Os numeros representam a média

+ erro padrao da média (E.P.M.). Valores
significativos quando p < 0,05: “a” vs Veiculo + PTZ 30. DZP 2: diazepam 2
mg/kg; AC 0,7: alcool cinamico 0,7 mg/kg; PTZ 30: pentilenotetrazol 30 mg/kg.
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6. DISCUSSAO

Individuos com epilepsia, quando néo tratados adequadamente, podem
desenvolver neurodegeneracdo progressiva apo0s constantes crises epilépticas
decorrentes de trés importantes eventos moleculares: excitotoxicidade, estresse
oxidativo e neuroinflamacéo (BELL et al., 2011; HELMSTAEDTER; ELGER, 2009).
Esses eventos estdo intimamente associados a morte celular e consequente atrofia
cortical e hipocampal (TAI et al., 2018; THOMPSON et al., 2015; BLACK et al.,
2010). Diante disso, acredita-se que novos antiepilépticos com perfil neuroprotetor
possam ser uma alternativa eficaz para interromper a progressao da
neurodegeneracao associada as epilepsias (BRENNEMAN et al., 2012).

A literatura cientifica relacionada demonstra que agentes pro-convulsivantes
sdo capazes de induzir em animais anormalidades neurodegenerativas e
comportamentais (MULLER et al., 2009; GROTICKE; HOFFMANN; LOSCHER,
2008; JIA et al. 2006). O pentilenotetrazol (PTZ) € um composto amplamente
utiizado em modelos de disturbios neurolégicos por ser capaz de induzir, em
animais, crises epilépticas mioclonicas, crises epilépticas tdnico-clénicas
generalizadas, crises de auséncia, crises epilépticas tdnico-clénicas bilaterais focais
(abrasamento quimico) e causar morte celular neuronal, a depender do método e da
dose aplicada (AKDOGAN; YONGUC, 2011). O PTZ é um antagonista nao
competitivo dos receptores GABA4 e induz uma cascata de eventos neurotoxicos
que se iniciam através do desenvolvimento da hiperexcitabilidade neuronal mediada
pela ativacdo excessiva dos receptores NMDA pelo glutamato, causando a
excitotoxicidade (RAKHADE et al.,, 2012; EKONOMOU; ANGELATOU, 1999),
aumento do estresse oxidativo (PATSOUKIS et al., 2004) e inducdo de mecanismos
neuroinflamatérios (KOLOSOWSKA et al., 2014).

Estudos anteriores ja haviam relatado o potencial neuroprotetor, in vivo e in
vitro, de compostos cinamicos derivados da canela frente a modelos de doencas
neurodegenerativas, como Alzheimer e Parkinson (MODI et al., 2015; STAVINOHA;
VATTEM, 2015; KHASNAVIS; PAHAN, 2014; JANA et al.,, 2013; KHASNAVIS;
PAHAN, 2012; ESSA et al., 2012; FRYDMAN-MAROM et al., 2011). No entanto, 0
presente trabalho é o primeiro relato da atividade farmacol6gica do alcool cinamico
(AC) em modelos animais de crises epilépticas. Nesse estudo, o AC, em doses a
partir de 0,7 mg/kg, apresentou importante atividade antiepiléptica e neuroprotetora
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frente as crises epilépticas induzidas pela administracdo aguda e repetida do PTZ
em camundongos. De fato, a constru¢cdo de uma curva dose-resposta mostrou que a
menor dose mais efetiva do AC, capaz de proteger 100% dos animais, foi de 0,7
mg/kg. Portanto, com esta dose, foram investigados 0s possiveis mecanismos
envolvidos na atividade neuroprotetora, através de andlises que permitissem avaliar
se 0 AC é capaz de: diminuir fatores promotores do estresse oxidativo, aumentar a
eficiéncia do sistema antioxidante cerebral, reduzir a neuroinflamacdo, aumentar a
preservacao neuronal e modular positivamente o receptor GABAA.

E conhecido que a reducdo da concentragdo de acido y-aminobutirico (GABA)
e/ou da atividade do receptor GABAA esta associada a um controle inadequado das
crises epilépticas (PETROFF et al., 1996). Para avaliar se o AC 0,7 mg/kg estaria
atuando sobre a neurotransmissdo GABAérgica, foi realizado o teste de
antagonismo com o flumazenil, antagonista seletivo do sitio de ligacdo dos
benzodiazepinicos no receptor GABAx (HAMMERS, 2004). Através deste teste
pdde-se observar que os efeitos antiepiléptico e neuroprotetor do AC 0,7 mg/kg,
anteriormente observados, foram reduzidos significativamente na presenca do
flumazenil, sugerindo que os efeitos do AC podem ser atribuidos, em parte, a sua
interacdo com o sitio benzodiazepinico no receptor GABAa. O estudo de De Andrade
e colaboradores (2020) corrobora com nossos achados, visto que os autores
mostraram através de teste in silico (docking molecular) que o AC possui alta
afinidade de interacdo com o receptor GABAA e que essa modulacdo positiva pode
estar diretamente relacionada aos seus efeitos in vivo sobre o sistema nervoso
central. Por sua vez, outros estudos mostraram que compostos fenilpropanoides,
derivados do AC, possuem efeito neuroprotetor em modelos de crises epilépticas,
também, por potencializarem a atividade do sistema GABAérgico, provavelmente por
promoverem aumento da biodisponibilidade do GABA ou por atuacdo direta sobre o
receptor GABAA (BELEMKAR; KUMAR; PATA, 2013; GUNIA et al., 2012; GUAN et
al., 2009; BALSAMO et al., 1975). Esses achados podem, portanto, indicar que o AC
€ capaz de reduzir, direta ou indiretamente, a excitotoxicidade glutamatérgica e a
hiperatividade neuronal induzida pelo PTZ ao potencializar a atividade GABAérgica
possivelmente via ativacao do sitio benzodiazepinico do receptor GABAA.

Nesse contexto, sabe-se que compostos com perfil benzodiazepinico podem
bloguear a peroxidacdo lipidica e promover efeitos antioxidantes apds estresses
agudos (MENDEZ-CUESTA et al., 2011; MUSAVI; KAKKAR, 2000). Por sua vez,
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estudos mostraram a eficAcia de compostos com propriedades antioxidantes no
controle de crises epilépticas e na prevencdo da lesdo cerebral mediada por
estimulos neurotoxicos (DA FONSECA et al., 2019; MOJARAD; ROGHANI, 2014;
SHARMA et al., 2010; KORKINA, 2007; COSTELLO; DELANTY, 2004). O estresse
oxidativo no cérebro é cada vez mais reconhecido como uma via comum de morte
celular em muitas doencas neuroldgicas cronicas, como as epilepsias (AGUIAR et
al., 2012). Quando espécies reativas de oxigénio ou nitrogénio nao séo efetivamente
neutralizadas, estas podem causar lesao celular oxidativa através da peroxidacao
dos fosfolipidios de membrana, de proteinas (receptores e enzimas) e do DNA,
resultando em apoptose (POH LOH et al., 2006). As crises epilépticas induzidas por
PTZ causam um aumento do estresse oxidativo que pode ser avaliado através da
guantificacdo de substancias reativas ao acido tiobarbitarico, como o malondialdeido
(MDA), e do nitrito, metabdlitos da peroxidacdo lipidica e do éxido nitrico (NO),
respectivamente (ILHAN et al., 2005; DEVASAGAYAM; BOLOOR; RAMASARMA,
2003; RAUCA; ZERBE; JANTZE, 1999; ESTERBAUER, 1996). Diante disso, foi
analisado o efeito do AC 0,7 mg/kg sobre a concentracdo de MDA e nitrito em
hipocampo de camundongos tratados com PTZ.

As analises neuroquimicas mostraram que o AC 0,7 mg/kg reduziu
significativamente os niveis de MDA e nitrito no hipocampo de camundongos apés a
administracdo aguda do PTZ. E conhecido que a micrdglia e células neuronais em
situacdes de estresse geram o anion superoéxido (O2) e o radical NO, que podem
reagir entre si para formar o &nion peroxinitrito (ONOQO"). O peroxinitrito é um
poderoso agente oxidante capaz de iniciar a peroxidacao lipidica, causar morte
neuronal e oxidar compostos antioxidantes lipossoluveis (MANDER; BROWN, 2005;
HOGG; KALYANARAMAN, 1999; RADI et al., 1991). Adicionalmente, o NO também
pode ativar receptores de rianodina tipo 1, no reticulo endoplasmatico, e aumentar a
liberagéo e a concentracdo de Ca*' citosélico ([Ca®].) que resultara, entre outros
efeitos, na geracdo de radicais livres, bem como no aumento da exocitose de
glutamato e consequente excitotoxicidade mediada pela ativacdo excessiva dos
receptores NMDA, ambos importantes mecanismos de morte neuronal induzida por
crises epilépticas (MIKAMI et al., 2016; BAL-PRICE; BROWN, 2001). O NO, como
mediador pré-inflamatério, também, é um fator chave para o inicio de eventos que
aumentam a atividade epiléptica e neuroinflamatéria em camundongos (KOVACS et

al., 2009). De acordo com Lee (2009), o AC foi capaz de inibir a produgéao de NO por
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suprimir a expressdo da enzima oxido nitrico sintase induzivel (iNOS), bem como por
inibir as Rho-cinases (Rac e Cdc42 - pequenas GTPases) (KANG et al., 2012). O
estudo de Liao et al. (2012), mostrou que o aldeido cindmico, metabdlito ativo do
AC, reduziu os niveis de NO, MDA e a atividade da mieloperoxidase (MPO), além de
aumentar a atividade de enzimas antioxidantes endogenas (catalase, superoxido
dismutase — SOD e glutationa peroxidase — GSH-Px). Diante desse contexto, pode-
se sugerir que o AC possa, direta ou indiretamente, reduzir o estresse oxidativo ao
diminuir os niveis de NO e, consequentemente, reduzir a [Ca®']., que por sua vez
reduzird as crises epilépticas e a lesdo oxidativa da membrana dos neurbnios
hipocampais.

Por outro lado, sabe-se que existem sistemas antioxidantes enddgenos de
defesa no cérebro, tais como os sistemas ndo enzimaticos (moléculas de origem
alimentar) e enzimaticos. Os sistemas enzimaticos envolvem as enzimas do ciclo
redox da glutationa, particularmente a GSH-Px, glutationa redutase (GR) e glutationa
oxidase (GO), bem como a catalase e a SOD (SHIM; KIM, 2013; ROVER JUNIOR et
al., 2001). A glutationa é um antioxidante tripeptideo tiol (composto por trés
aminoacidos: glutamato, cisteina e glicina) que atua direta ou indiretamente em
processos bioldgicos importantes, incluindo a sintese de proteinas, metabolismo e
protecdo celular contra o dano oxidativo (RAE; WILLIAMS, 2017; MEISTER,
ANDERSON, 1983). A glutationa existe no organismo nas formas reduzida (GSH) e
oxidada (GSSG), e tem seus niveis negativamente afetados em situacfes de alta
[Ca®*]., logo a perda do suporte antioxidante da GSH é um fator que torna as células
cerebrais susceptiveis a danos oxidativos associados a doengas neurodegenerativas
(ABRAMOV; CANEVARI; DUCHEN, 2003). De acordo com analises neuroquimicas,
o pré-tratamento com o AC 0,7 mg/kg aumentou a concentragdo de GSH, no
hipocampo de camundongos submetidos a administracdo aguda do PTZ, para
dentro dos niveis normais, sugerindo que esse composto é capaz de auxiliar na
eficiéncia da resposta do sistema antioxidante cerebral frente a situacbes de
estresses agudos. Compostos capazes de regular positivamente a sintese de GSH
sédo importantes no processo de sobrevivéncia celular (ZHOU; FREED, 2005). A
GSH é capaz de facilitar as vias de desintoxicacdo dependentes do fator nuclear
eritroide 2 relacionado ao fator 2 (Nrf2 - nuclear factor erythroid 2-related factor 2),
fator envolvido na transcricdo de genes que codificam enzimas antioxidantes, tais
como a catalase, SOD e GSH-Px (HUBER; ALMEIDA; FATIMA, 2008; CLEMENTS
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et al., 2006). A GSH também pode inibir a fosfatase homologa a tensina (PTEN)
(KIM et al., 2010). A PTEN € um gene que pode induzir apoptose e a interrupcdo do
ciclo celular (WENG; BROWN; ENG, 2001) ao codificar proteinas que blogueiam a
acao da PI3K (fosfatidilinositol 3-cinase) e inibicdo da fosforilagdo da proteina cinase
B (Akt/PKB). A fosforilagdo da Akt/PKB € uma via essencial para sobrevivéncia e
proliferacdo celular (SONG; OUYANG; BAO, 2005). O aldeido cinamico, derivado do
AC, também se mostrou ser um potente ativador do fator Nrf2 (CABELLO et al.,
2009). Portanto, o aumento da concentracdo de GSH apos o tratamento com o AC
também parece estar associado a protecdo dos neurdnios do hipocampo contra o
dano oxidativo induzido pela administracdo aguda do PTZ. Como a alta [Ca®"]. afeta
negativamente os niveis de GSH (ABRAMOV; CANEVARI; DUCHEN, 2003), sugere-
se que a capacidade do AC em potencializar o receptor GABAA e diminuir a
producdo de NO, sejam mecanismos pelos quais o AC possa indiretamente reduzir a
[Ca®*]. e, consequentemente, aumentar a concentracdo de GSH.

Vezzani et al. (2011) forneceram fortes evidéncias sobre o papel da
neuroinflamacdo como causa e consequéncia do desenvolvimento de crises
epilépticas. Sabe-se que o aumento da atividade do glutamato, em decorréncia da
aplicacdo do PTZ, pode levar a neuroinflamacdo exacerbada, um processo
altamente neurotoxico e intimamente relacionado ao dano neuronal, principalmente
pelo aumento da expressdo e acdo de mediadores pro-inflamatorios liberados pela
micréglia ativada (M1) no hipocampo, como o NO, a interleucina-1p (IL-1B) e a via
cicloxigenase-2/prostaglandina E, (COX-2/PGE;) (KOLOSOWSKA et al., 2014;
OLIVEIRA et al., 2008b). Analises histomorfométricas mostraram néo haver reacéo
inflamatoria, caracterizado pela auséncia de reacéo vascular, mas sim o aumento da
preservacao neuronal no hipocampo de camundongos pré-tratados com o AC 0,7
mg/kg e submetidos ao modelo agudo de crises epilépticas induzidas por PTZ.

Como descrito anteriormente, Lee (2009) mostrou que o AC foi capaz de inibir
a producdo de NO por suprimir a expressdo da iINOS. Adicionalmente, ensaios
imunoenzimaticos mostraram que o AC, de maneira dependente da concentragéo,
inibiu a liberacdo de PGE, em células endoteliais estimuladas por IL-1f,
possivelmente por inibir a atividade da COX-2 (GUO et al. 2006; GUO; YANG;
ZHAO, 2006). Analises de docking molecular também sugeriram alta capacidade de
interacdo do AC com a enzima COX-2 (dados nao publicados). Portanto, sugerimos

que a capacidade do AC em inibir a expresséo e acéo das enzimas iNOS e COX-2,
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respectivamente, também possa ocorrer em células da glia (microglia), bem como no
musculo liso e endotélio dos vasos sanguineos cerebrais dos camundongos
diminuindo a geracdo de NO e PGE; e, consequentemente, reduzindo efeitos pro-
inflamatoérios no hipocampo (STEBBING; COTTEE; RANA, 2015; KAUSHAL et al.,
2007) como reacdes vasculares (dilatacdo e aumento da permeabilidade da BHE)
que resultaria na migracdo de células inflamatéria periféricas para o tecido cerebral
(DA FONSECA et al., 2014; SAKURAI et al., 2013; BUSIJA; LEFFLER, 1989).
Theodosis-Nobelos et al. (2015) também atribuiram efeito anti-inflamatério ao AC em
funcdo da sua capacidade de inibir a enzima lipoxigenase. A lipoxigenase é uma
enzima importante no metabolismo do &cido araquidénico e produz como principais
metabdlitos os leucotrienos, os quais também medeiam respostas inflamatérias
cerebrais (HAEGGSTROM; FUNK, 2011; ADESUYI et al., 1985). Portanto, esses
dados permitem sugerir que o efeito neuroprotetor do AC, também, possa estar
associado a sua capacidade de inibir importantes enzimas pro-inflamatérias e,
portanto, impedir a instalagdo de um processo neuroinflamatério exacerbado.

E conhecido que o AC pode ser metabolizado no figado e gerar metabolitos
ativos: aldeido cindmico, &cido cindmico e benzoato (AMORIM; PESTANA;
MENDES, 2017). Uma importante revisao reuniu estudos que reportaram evidéncias
dos efeitos antioxidante, anti-inflamatério e neuroprotetor desses metabdlitos através
de diferentes mecanismos moleculares (MONTEIRO et al., 2021). O benzoato € um
potente agente neuroativo, extensivamente estudado em modelos in vivo e testes in
vitro (MODI et al., 2015; KHASNAVIS; PAHAN, 2014; JANA et al., 2013;
KHASNAVIS; PAHAN, 2012; BRAHMACHARI; JANA; PAHAN, 2009). Estudos
mostraram que o0 benzoato protege o0 eixo nigroestriatal ao inibir a expressdo da
INOS (KHASNAVIS; PAHAN, 2014; BRAHMACHARI; JANA; PAHAN, 2009), bem
como por suprimir a ativagdo da p21™° na micrdglia e atenuar o estresse oxidativo e
a neuroinflamacdo no hipocampo de camundongos, ao reduzir o nivel de
homocisteina e aumentar o nivel de GSH; estes achados foram acompanhados pela
supressdo da apoptose neuronal, inibicdo da ativagdo de glidcitos (microglia e
astrocitos) e reducado das placas AB no hipocampo (MODI et al., 2015; FRYDMAN-
MAROM et al., 2011). O benzoato também foi capaz de aumentar a expressao de
neurotrofinas (BDNF e NT-3), proteinas que apoiam o crescimento, sobrevivéncia e

diferenciacao das células nervosas (HUANG et al., 2015), ao ativar a via PKA/CREB
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(proteina cinase Alproteina de ligacdo ao elemento de resposta ao AMP ciclico)
(JANA et al., 2013).

Por sua vez, o acido cinamico foi capaz de diminuir o estresse oxidativo e a
peroxidacao lipidica ao reduzir a expressdo da MPO e aumentar a atividade de
enzimas antioxidantes endogenas (SOD, catalase e glutationa-S-transferase — GST)
(PATRA et al., 2012), assim como também demonstrou efeitos terapéuticos anti-
inflamatorios importantes ao diminuir os niveis de TNFa, IL-6 e NFKB (SONG et al.,
2013; DE; BALTAS; BEDOS-BELVAL, 2011). Por fim, o aldeido cindmico é um
composto altamente bioativo com importante efeito anti-inflamatério (MONTEIRO et
al., 2021). O aldeido cinamico foi capaz de inibir a migracdo de mondcitos entre as
células endoteliais vasculares por diminuir a expressao de moléculas de adeséao
(VCAM-1 e ICAM-1) (LIAO et al., 2008). Esse derivado cinamico, também, inibiu
processos inflamatoério por meio da reducdo da atividade de transcricdo do NFKB
(REDDY et al., 2004) e, consequentemente, supressao de mediadores inflamatorios
(NO, TNFa, IL-18, IL6, IL-15, COX-2) (HO; CHANG; CHANG, 2013; PETERSON et
al., 2009; JIANYOU et al., 2005) e de marcadores de superficie (CD68, CD11c e
CD11b) na micréglia (GUNAWARDENA et al., 2015; KHASNAVIS; PAHAN, 2014;
LIAO et al, 2012), bem como aumentou os niveis de IL-10, uma citocina
imunossupressora com funcgdes importantes na manutencdo da homeostase do
sistema imunologico (FAIKOH et al., 2014).

Em conjunto, esses estudos sugerem que os efeitos do AC possam depender,
em parte, da sua conversao hepatica em metabdlitos ativos, tais como aldeido
cindmico, acido cinAmico e benzoato. Essa afirmacéo é reforcada por resultados que
mostraram que o AC, pré-tratado em camundongos apenas 30 minutos antes da
administracdo do PTZ, ndo apresenta efeitos antiepiléptico (1,5 - 25 mg/kg) e
neuroprotetor (< 3,1 mg/kg) (APENDICE 1). Porém, quando essas mesmas doses
séo administradas 60 minutos antes do PTZ, s&o evidenciadas atividades positivas
gue podem indicar que os efeitos do AC sao dependentes do tempo de absorcéo e
distribuicdo (= 60 minutos) e/ou da sua metabolizagdo em compostos ativos.
Entretanto, testes farmacocinéticos especificos devem ser realizados para melhor
investigar essa hipotese.

Por fim, o efeito antiepiléptico observado no modelo de abrasamento quimico
indicou que o AC também foi capaz de impedir a formagéo de lesdes cerebrais, apds

aplicacbes repedidas do PTZ, que causariam comportamentos epileptogénicos
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caracteristicos com o desenvolvimento de um estado de mal epiléptico
convulsivo. E sugestivel que esse efeito pode estar intrinsecamente associado a
capacidade do AC em modular positivamente o sistema GABAérgico e promover
efeitos antioxidante e antineuroinflamatério, como observado no modelo agudo
(Figura 15). No entanto, analises imuno-histoquimicas, neuroquimicas e
histomorfométricas serdo realizadas para melhor caracterizar 0s mecanismos

neuroprotetores do AC nesse modelo.

Figura 15 - Proposta de mecanismo da acéo antiepiléptica e neuroprotetora do AC
em neurdnios hipocampais de camundongos submetidos ao modelo agudo de crises
epilépticas induzidas por PTZ.
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O alcool cindamico (AC) ativa o receptor GABAa possivelmente via sitio
benzodiazepinico e potencializa a agdo do &acido y-aminobutirico (GABA) que
aumenta a frequéncia do influxo de ions cloreto (CI) (1). O aumento da
concentracdo de CI intracelular causa a hiperpolarizacdo da membrana nervosa e
consequente inibicdo de receptores e canais catidnicos (NMDA, Cayi2 € Nayi). O
AC inibe lesbes celulares causadas pela peroxidacao lipidica e o estresse oxidativo,
demonstrado através da diminuicdo da concentracdo de malondialdeido (MDA, 2) e
oxido nitrico (NO, 3), respectivamente. O AC aumenta a expressdo do antioxidante
glutationa reduzida (GSH, 4) e, possivelmente, inibe a ativacao da micréglia M1 e/ou
a expressdo de mediadores pro-inflamatorios (5). Imagem: Anne Caroline Ribeiro
Portela e Alefe Brito Monteiro, 2021.
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7. CONCLUSOES

De acordo com a avaliacdo da atividade antiepiléptica e neuroprotetora do AC

frente aos modelos de crises epilépticas induzidas por PTZ, pode-se concluir que:

O AC aumenta a laténcia para a primeira crise epiléptica ténico-clénica
generalizada, ndo reduz a intensidade da primeira crise, porém aumenta a
laténcia para a morte e o percentual de sobrevivéncia em camundongos
submetidos ao modelo agudo;

O AC aumenta a laténcia para a primeira crise epiléptica tdnico-clénica
bilateral focal em camundongos submetidos ao modelo de abrasamento
quimico (kindling).

Na caracterizacdo do mecanismo de acao, sugere-se que o fenilpropanoide

AC é capaz de:

Reduzir a excitotoxicidade ao potencializar a atividade GABAérgica via
ativacao do sitio benzodiazepinico no receptor GABAA,;

Diminuir o estresse oxidativo via reducdo de radicais livres e aumento na
expressao da glutationa reduzida;

Impedir a instalagdo da neuroinflamacdo possivelmente via inibicdo da
ativacdo da micréglia M1 e/ou da expresséo de mediadores pro-inflamatorios.

Assim, os resultados indicaram que o AC é capaz de reduzir mecanismos

neurotdxicos (excitotoxicidade, estresse oxidativo e neuroinflamacéo) no hipocampo

de camundongos submetidos ao modelo agudo de crises epilépticas induzidas pelo

PTZ e, possivelmente, também no modelo de abrasamento quimico. No entanto,

sugere-se que outras analises sejam realizadas a fim de avaliar possiveis

mecanismos adicionais envolvidos.
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8. PERSPECTIVAS

Em vista dos resultados promissores frente aos modelos de crises epilépticas
induzidas por pentilenotetrazol apresentados nesta tese, bem como a baixa
toxicidade e demais atividades farmacoldgicas (ansiolitica-simile e antinociceptiva)
anteriormente reportadas pelo nosso grupo de pesquisa, o0 alcool cinamico tem se
mostrado um composto dotado de importantes efeitos sobre o sistema nervoso
central, com interesse potencial para pesquisas que visem avaliar suas atividades
neuropsicofarmacoldgicas em nivel clinico.

Como perspectivas complementares frente aos resultados obtidos no modelo
de abrasamento quimico, tem-se como proposta principal “Avaliar os mecanismos
moleculares da ac¢éo neuroprotetora do alcool cindmico no modelo de abrasamento

quimico induzido por pentilenotetrazol (PTZ)”. Nesse contexto, buscar-se-a:

e Avaliar a atividade dos marcadores enzimaticos do estresse oxidativo
(catalase, superdxido dismutase e glutationa peroxidase) em hipocampo de
camundongos pré-tratados com o alcool cindmico e submetidos ao modelo de

abrasamento quimico induzido por PTZ,

e Realizar analises histomorfométricas em hipocampo de camundongos pré-
tratados com o alcool cinamico e submetidos ao modelo de abrasamento

quimico induzido por PTZ;

e Realizar andlises imuno-histoquimicas para a Interleucina-13 (IL-1B) e Fator
Neurotréfico Derivado do Cérebro (BDNF) em hipocampo de camundongos
pré-tratados com o alcool cindmico e submetidos ao modelo de abrasamento

quimico induzido por PTZ.
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APENDICE | - Crises epilépticas induzidas por PTZ 30 minutos apds a
administracdo do alcool cindmico (AC)

O AC, nas doses de 1,5, 3,1, 6,2, 12,5 ou 25 mg/kg, ndo aumentou a
laténcia para a primeira crise tonico-cldénica generalizada em relacdo ao grupo
veiculo + PTZ 80. Entretanto, as doses de 50 mg/kg (42,7%), 100 mg/kg (48,5%)
e 200 mg/kg (61,3%) aumentaram o0 tempo para o0 surgimento da primeira crise
ténico-clonica generalizada, em relacdo ao grupo veiculo + PTZ 80, quando
analisados por teste t ndo pareado (Grafico 1A e Tabela 1). A analise da
intensidade da 12 crise epiléptica dos animais ndo mostrou diferenca entre os
grupos tratados com o AC + PTZ 80 e o grupo veiculo + PTZ 80, ambos
apresentaram categoria 5 (ataque motor completo ténico-clénico generalizado)
(Grafico 1B e Tabela 1). Por outro lado, o AC nas doses de 6,2, 12,5, 25, 50, 100
e 200 mg/kg aumentou significativamente a laténcia para a morte, quando
comparado ao grupo veiculo + PTZ 80, em 62,1%, 82,0%, 82,0%, 82,0%, 82,0%
e 82,0%, respectivamente (Grafico 1C e Tabela 1). Adicionalmente, 100% dos
animais pré-tratados com o AC (12,5 - 200 mg/kg) e que receberam o PTZ 80

sobreviveram 72h apos o teste (Tabela 2).
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Graficos 1 - Efeito do AC sobre a laténcia para a 12 crise epiléptica tonico-
clénica generalizada (A), intensidade da 12 crise epiléptica (B) e laténcia para a
morte (C), 30 minutos apds o tratamento (n=8).
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Os graficos ‘A’ e ‘C’ representam a média + erro padrdao da média (E.P.M.),
analisados através da ANOVA de uma via seguido pelo teste de Tukey (post hoc)
e teste t ndo pareado. O grafico ‘B’ representa a mediana (percentil 25 - percentil
75), analisados por Kruskal-Wallis, seguidos pelo teste de Dunns (post hoc).
Valores significativos quando p < 0,05: “a@”, “b”, “c”, “d”, “e”, “f" e “g” vs Veiculo +
PTZ 80, DzZP 2 + PTZ 80, AC 1,5+ PTZ 80, AC 3,1 + PTZ 80, AC 6,2 + PTZ 80,
AC 12,5+ PTZ 80, AC 25 + PTZ 80, respectivamente. DZP 2: diazepam 2 mg/kg.
AC: alcool cinamico. PTZ 80: pentilenotetrazol 80 mg/kg.
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Tabela 1 - Coluna estatistica do efeito do AC sobre a laténcia para a 12 crise
epiléptica tdnico-clénica generalizada (LC), intensidade da 12 crise epiléptica (IC)
e laténcia para a morte (LM), 30 minutos apds o tratamento (n=8).

Grupos/Tratamentos LC IC LM
(n=8) Média + E.P.M. Mediana Média + E.P.M.

Veiculo + PTZ 80 (a) 75,1+ 1,9s 5,0 323,5+11,1s
DZP 2 + PTZ 80 (b) 1800 + 0,0s @ 1,0 @ 1800 + 0,0s @
AC 1,5 + PTZ 80 (c) 69,0 + 0,55 ® 50® 333,0 + 21,265
AC 3,1 + PTZ 80 (d) 60,2 +0,7s © 5,0 ® 284,0+12,1s ®
AC 6,2 + PTZ 80 (e) 73,1+18s® 50® [854,1+205,3s @Pcd
AC 12,5 + PTZ 80 (f) 77,6 +2,1s ® 50® 1800 + 0,0s @¢9®)
AC 25 + PTZ 80 (q) 70,3+2,2s ® 5,0 ® 1800 + 0,0s @&9®)
AC50+PTZ80(h) | 131,3 + 3,95 @Pcdetrs) [ 50 ® 1800 + 0,0s @¢9®)
AC 100 + PTZ 80 (i) | 146,1 +48,7s @Pcdela [ 50 ® 1800 + 0,0s @¢4®)
AC 200 + PTZ 80 (j) | 194,5 +13,1s @Pcdela) [ 5 o ®) 1800 + 0,0s @©9®)

Valores significativos quando p < 0,05: “a”, “b”, “c”, “d”, “e”, “f” e “g” vs Veiculo +
PTZ 80, DZP 2 + PTZ 80, AC 1,5 + PTZ 80, AC 3,1 + PTZ 80, AC 6,2 + PTZ 80,
AC 12,5 + PTZ 80, AC 25 + PTZ 80, respectivamente. DZP 2: diazepam 2 mg/kg.
AC: alcool cinamico. PTZ 80: pentilenotetrazol 80 mg/kg. E.P.M.: erro padrédo da
média.

Tabela 2 - Porcentagem dos camundongos que sobreviveram apds 72h.

Grupos/Tratamentos % de
(n=8) sobrevivéncia
Veiculo + PTZ 80 0
DzP 2 + PTZ 80 100
AC 1,5+ PTZ 80 0
AC 3,1 +PTZ 80 0
AC 6,2 + PTZ 80 12,5
AC 12,5+ PTZ 80 100
AC 25 + PTZ 80 100
AC 50 + PTZ 80 100
AC 100 + PTZ 80 100
AC 200 + PTZ 80 100

DZP 2: diazepam 2 mg/kg. AC: élcool cindmico. PTZ 80: pentilenotetrazol 80
mg/Kkg.

Curva dose-resposta

Baseado nos resultados obtidos na laténcia para a morte foi construida a
curva dose-resposta (Grafico 2). Observa-se que o AC a partir de 12,5 mg/kg
(log = 1,0) mantem um platé de resposta, portanto, sugerindo que esta € a menor
dose que promove um efeito maximo nesse parametro comportamental (laténcia

para a morte), 30 minutos apos a administracao.
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Grafico 2 - Curva dose-resposta do AC sobre a laténcia para a morte, 30
minutos apo6s o tratamento (n=8).
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Os circulos preenchidos representam a média + erro padrao da média (E.P.M.)
em funcao do Log da dose (mg/kg) = 0,1 (AC 1,5 mg/kg), 0,4 (AC 3,1 mg/kg), 0,7

(AC 6,2 mg/kg), 1,0 (AC 12,5 mg/kg), 1,3 (AC 25 mg/kg), 1,6 (AC 50 mg/kg), 2,0
(AC 100 mg/kg), 2,3 (AC 200 mg/kQ).
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