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RESUMO

O processo de desenvolvimento das epilepsias envolve mecanismos diversos que culminam na
hiperatividade de uma populacdo de neurdnios, resultando em um padrdo de despolarizacfes
repetidas e ritmicas. Os farmacos antiepilépticos agem através do aumento da neurotransmissdo
GABAEérgica, da reducao dos efeitos do glutamato, ou do blogueio de canais i6nicos, sendo dotados
de efeitos adversos sérios que dificultam a adesdo do paciente ao tratamento. Este fato tem
incentivado a busca por compostos de origem natural com potencial efeito anticonvulsivante. Desta
forma, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito do eucaliptol nas convulsées
induzidas por pentilenotetrazol (PTZ). Para tanto, foram utilizados camundongos Swiss machos,
tratados oralmente com o monotrepeno. O primeiro protocolo realizado avaliou a toxicidade e a
DLso estimada do composto. Com base no valor da DLsp, foram selecionadas as doses do terpeno
utilizadas nos testes comportamentais e neurogimicos. Para os testes comportamentais, grupos de
camundongos foram previamente tratados com salina (10 mL/kg, v.0.), diazepam (2 mg/kg, i.p.) e
eucaliptol (100, 200 e 400 mg/kg, v.0.) e posteriormente com pentilenotetrazol (80 mg/kg, i.p.) e
avaliados quanto aos seguintes parametros: intensidade das convulsdes, laténcia para primeira
convulsdo e tempo de morte. Para os testes neuroguimicos, grupos de camundongos foram
previamente tratados com salina (10 mL/kg, v.0.) e eucaliptol (400 mg/kg, i.p.) e posteriormente
com pentilenotetrazol (80 mg/kg, i.p.); a determinacdo da concentracdo de neurotransmissores
(monoaminas — dopamina, noradrenalina e serotonina) e dos marcadores de estresse oxidativo
(nitrito e substancias reativas do acido tiobarbitdrico — TBARS) foram os parametros avaliados. Os
resultados foram analisados por ANOVA ou Kruskal-Wallis, seguido dos testes de Student-
Newman-Keuls, e Dunns, respectivamente. Foram considerados significativos os valores de p <
0,05. Os resultados mostraram que a administracdo oral do eucaliptol apresentou baixa toxicidade
e a DLsg estimada foi superior a 2000 mg/kg. No teste das convulsdes induzidas por PTZ apenas a
dose maior do monoterpeno (400 mg/kg) reduziu de forma significativa a intensidade das
convulsdes em 60%, aumentou a laténcia para aparecimento da primeira convulsdo em 85% e o
tempo de morte dos animais em 75% em relacdo ao controle. De forma semelhante, o tratamento
com eucaliptol (400 mg/kg) reduziu de forma significativa a concentragdo de noradrenalina,
dopamina e serotonina, em 50%, 33% e 70%, respectivamente, em relacdo ao grupo tratado com
PTZ (80 mg/kg). Além disso, o tratamento com eucaliptol (400 mg/kg) reduziu de forma
significativa a concentracdo de TBARs em 33%, mas ndo de nitrito, em relacdo ao grupo tratado
com PTZ (80 mg/kg). Tomados em conjunto, os resultados mostram que o monoterpeno estudado
apresenta baixa toxicidade oral e importante efeito anticonvulsivante, visto que sua administragcdo
é capaz de atenuar as convulsfes quimicamente induzidas por pentilenotetrazol com consequente
reducdo da concentracdo de monoaminas e das substancias reativas do acido tiobarbiturico,
elementos cujo aumento esta associado ao fenébmeno da epileptogénese.

Palavras-chave: Convulsdo, Eucaliptol, Monoaminas, Nitrito, Pentilenotetrazol, TBARS.



ABSTRACT

The developmental process of epilepsies involves diverse mechanisms that culminate in the
hyperactivity of a population of neurons, resulting in a pattern of repeated and rhythmic
depolarizations. Antiepileptic drugs act by increasing GABAergic neurotransmission, reducing the
effects of glutamate, or blocking ion channels, and are endowed with serious adverse effects that
make it difficult for patients to adhere to treatment. This fact has encouraged the search for
compounds of natural origin with potential anticonvulsant effect. Thus, the present study aimed to
evaluate the effect of eucalyptol in seizures induced by pentylenetetrazole (PTZ). For this, male
Swiss mice, orally treated with monotrepene, were used. The first protocol evaluated the toxicity
and the estimated LD50 of the compound. Based on the value of LD50, the doses of terpene used
in the behavioral and neurochemical tests were selected. For the behavioral tests, groups of mice
were pretreated with saline (10 mL/kg, vol), diazepam (2 mg/Kkg, ip) and eucalyptol (100, 200 and
400 mg/kg, vol) and then with pentylenetetrazole 80 mg/kg, ip) and evaluated for the following
parameters: seizure intensity, latency for first seizure and time of death. For neurochemical tests,
groups of mice were pretreated with saline (10 mL/kg, v.0.) and eucalyptol (400 mg/kg, i.p.) and
subsequently with pentylenetetrazole (80 mg/kg, i.p.); The determination of the concentration of
neurotransmitters (monoamines - dopamine, noradrenaline and serotonin) and oxidative stress
markers (nitrite and thiobarbituric acid reactive substances - TBARs) were the parameters
evaluated. The results were analyzed by ANOVA or Kruskal-Wallis, followed by Student-
Newman-Keuls, and Dunns, respectively. Values of p <0.05 were considered significant. The
results showed that oral administration of eucalyptol had low toxicity and the estimated LD50 was
greater than 2000 mg / kg. In the PTZ-induced seizure test, only the higher dose of monoterpene
(400 mg/kg) significantly reduced seizure intensity by 60%, increased latency for onset of the first
seizure by 85% and time of death of the animals in 75% in relation to the control. Similarly,
treatment with eucalyptol (400 mg/kg) significantly reduced the concentration of noradrenaline,
dopamine and serotonin by 50%, 33% and 70%, respectively, in relation to the PTZ-treated group
(80 mg/kg). In addition, treatment with eucalyptol (400 mg/kg) significantly reduced the
concentration of TBARs by 33%, but not nitrite, relative to the PTZ treated group (80 mg/kg).
Taken together, the results show that the monoterpene studied has low oral toxicity and an
important anticonvulsant effect, since its administration is capable of attenuating the convulsions
chemically induced by pentylenetetrazol with consequent reduction of the concentration of
monoamines and the reactive substances of thiobarbituric acid, elements whose increase is
associated with the epileptogenesis phenomenon.

Key words: Convulsion, Eucalyptol, Monoamines, Nitrite, Pentilenotetrazole, TBARSs.
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1 INTRODUCAO

A epilepsia é uma condigdo neuroldgica que afeta pessoas de todas as idades e ndo possuli
limites geografico, social ou racial. A palavra epilepsia é de origem grega, que significa ser tomado,
atacado. As convulsbes podem manifestar-se de diferentes formas, podendo haver atividade motora
sensorial, psiquica e autondmica ou mesmo a combinacdo de todas elas. As convulsbes séo
definidas como uma alteracdo passageira no estado clinico do paciente devido despolarizacéo
neuronal excessiva, as quais podem ser provocadas ou espontaneas (SINGH e TREVICK, 2016).

Estima-se que aproximadamente 70 milh6es de pessoas possuem epilepsia, dos quais 90%
estdo em paises subdesenvolvidos (SINGH e TREVICK, 2016), Onde esta doenca esta
majoritariamente relacionada a doencas parasitarias como malaria e neurocisticercose. Nestes
paises a epilepsia esta distribuida de forma significativa na parcela adulta da populacéo, enquanto
que em paises desenvolvidos a epilepsia € mais frequente em criancas, devido a problemas durante
0 parto, e na populagéo idosa, como consequéncia de acidente vascular cerebral (AVC) (BRODIE
et al., 2009).

Estudos eletrofisiologicos mostram que as convulsbes refletem a hiperatividade
transitdria, anormal e sincrénica de uma populacdo de neurdnios no cérebro que pode ser gerada
em resposta a uma perda do equilibrio entre neurotransmissores excitatérios e inibitorios,
resultando em um padrdo de despolarizacdes repetidas e ritmicas (MCCORMICK e
CONTRERAS, 2001). O aumento da excitabilidade neuronal, por sua vez, pode levar a lesdo e
morte celular como resultado da formacdo excessiva de radicais livres (FLOYD, 1990) e aumento
na expressdo de citocinas pro-inflamatérias (CRESPEL et al., 2002; LEHTIMAKI et al., 2007;
RAVIZZA et al., 2008) que podem modificar a transmissao neuronal e inibir a recaptacdo de
glutamato por astrocitos, o que leva a um aumento da concentragdo extracelular desse
neurotransmissor e a ocorréncia do fendbmeno de excitotoxicidade (VIVIANI et al., 2003;
BALOSSO et al., 2009) .

Segundo a Liga Internacional Contra a Epilepsia (ILAE), a as crises epilépticas sdo
classificada em trés categorias: focais, generalizadas e de inicio desconhecido, sendo cada uma
delas subdivididas em motora e ndo motora (FISHER et al., 2017). Os farmacos utilizados no

tratamento das crises convulsivas desenvolvem suas ac¢Oes através do aumento da neurotransmisséo
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GABAérgica, reducao dos efeitos de aminoacidos excitatérios como o glutamato, ou do bloqueio
de canais i0nicos (SMITH et al., 2007). Pesquisas recentes tém sido desenvolvidas no intuito de
obter fA&rmacos antiepilépticos com novos mecanismos de agdo (KAUR et al., 2016).

Nesta perspectiva, as plantas medicinais surgem como uma alternativa promissora para o
desenvolvimento de novos farmacos antiepilépticos. Muitas espécies de plantas aromaticas
possuem atividade no Sistema Nervos Central (SNC), a saber: anticonvulsivante, ansiolitica,
antidepressiva e analgésica. Os monoterpenos, compostos presentes nos 0leos essenciais de plantas
aromaticas, possuem reconhecida atividade no SNC. Linalool, limoneno, ctronelol e eucaliptol
(1,8-cineol) sdo exemplos de monoterpenos dotados de atividade anticonvulsivante (PASSOS et
al., 2009). No entanto, 0 mecanismo de acdo anticonvulsivante desses compostos ainda nédo é
totalmente esclarecido. Desta forma, o presente trabalho visa analisar o efeito da administracéo
aguda do eucaliptol sobre as alteragdes comportamentais e neuroquimicas observadas em animais
submetidos a convulsao induzida por pentilenotetrazol, com o intuito de melhor esclarecer o efeito

anticonvulsivante do referido monoterpeno.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito do eucaliptol nas convulsGes induzidas por pentilenotetrazol em

camundongos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar os efeitos gerais e toxicos, aléem da DLso estimada para a administragdo oral do

eucaliptol,

Avaliar o efeito comportamental de camundongos tratados com eucaliptol e submetidos as

convulsdes induzidas por pentilenotetrazol;

Determinar a concentracdo das substancias reativas do acido tiobarbitdrico em hipocampo
de camundongos tratados com eucaliptol e submetidos as convulsdes induzidas por

pentilenotetrazol,

Determinar a concentracdo de nitrito em hipocampo de camundongos tratados com

eucaliptol e submetidos as convulsées induzidas por pentilenotetrazol,

Determinar a concentracdo de monoaminas em corpo estriado de camundongos tratados

com eucaliptol e submetidos as convulsdes induzidas por pentilenotetrazol.
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3 REVISAO DE LITERATURA

Os primeiros relatos acerca da epilepsia encontram-se documentados em manuscritos
mesopotamicos e indianos, que datam de 4000 anos a.C. Na antiguidade atribuia-se a essa condicao
manifestacdes magicas, demoniacas ou de influéncia astroldgica (SINGH e TREVICK, 2016). A
partir de Hipocrates, outros estudiosos comecgaram a compreender a epilepsia como sendo um
evento de causa natural, porém desconhecida. Por volta de 1800, Jackson e Todd realizaram
experimentos que serviram de base para o entendimento da epilepsia como uma desordem elétrica

cerebral, que ocorre de modo ocasional e repentino (REYNOLDS, 2001).

3.1 PANORAMA EPIDEMIOLOGICO

Os dados epidemioldgicos sobre a epilepsia sdo imprecisos. Estima-se que
aproximadamente 70 milhdes de pessoas no mundo possuem epilepsia e, deste montante, 90% sé&o
encontrados em paises subdesenvolvidos (NGUGI et al., 2010), especialmente em areas rurais,
devido a grande incidéncia de doencas endémicas como maléria e neurociticercoses (NCC), além
de traumas cerebrais relacionados a dificuldades durante o parto (NEWTON e GARCIA, 2012).

A prevaléncia de epilepsia de paises em desenvolvimento parece maior em pessoas adultas
(SINGH e TREVICK, 2016). Um estudo populacional desenvolvido em S&o José do Rio Preto, SP,
mostrou que a prevaléncia da epilepsia € consideravelmente alta (18.8/1000 habitantes), distribuida
de forma diferenciada por faixa etaria, onde a prevaléncia em idosos é a maior (32,8/1000
habitante) (BORGES et al., 2004) (tabela 1). Em paises desenvolvidos a incidéncia da epilepsia é
maior entre criancas e idosos (SINGH e TREVICK, 2016), com prevaléncia de 4 a 6 casos por

1000 criancas.
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Tabela 1 — Prevaléncia da epilepsia por grupos hetarios em Séo José do Rio Preto.

Variacgao de idade Prevaléncia

(anos) /1000 habitantes 95% ;1C
0Oa4 4,9 3,9-6,0
5al4 11,7 10-13,3
15a64 20,3 18,2-244
65 ou mais 32,8 30,1-354
Auséncia 18,6 16,6 — 20,6

Fornte: (BORGES et al., 2004)

Um estudo realizado na Turquia avaliou a incidéncia dos diversos tipos de epilepsia em
criancas (tabela 2) (UNVER et al., 2015). Os dados mostram que as convulsdes parciais ocorrem
de forma predominante, da qual, as convulses de generalizacdo secundaria e complexa parcial
aparecem majoritariamente. Em contrapartida as convulsbes generalizadas estdo presentes em
43,5% dos pacientes selecionados, sendo as tonico-clonica observada com mais frequéncia,
seguido dos espasmos infantis e convulsdo Mioclonica. As convulsdes parciais sdo caracterizadas
por ocorrem mais tardiamente, principalmente em criancas de 7 a 15 ano de idade. J& as convulsdes
generalizadas aparecem de principalmente em criancas de idade entre 1 a 12 meses, assim como as
sindromes epilépticas que se desenvolvem precocemente em criangas até 12 meses (UNVER et al.,
2015).

Os dados observados podem ser decorrentes da ma formacdo durante o desenvolvimento
cortical do feto seguido de asfixia perinatal, fatores que induzem o desenvolvimento da epilepsia.
Em paises subdesenvolvidos, por falta de adequada estrutura hospitalar esses nimeros tendem a
aumentar, especialmente em casos de danos durante o parto (SAMPAIO et al., 2010; UNVER et
al., 2015).
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Tabela 2 — Distribuigdo de nimero de casos e tipos de convulséo.

Tipos de convulséo N %
Convulsao parcial 301 56,5
Parcial simples 25 4,7
Complexa parcial 127 23,8
Com generalizacdo secundaria 149 28
Convulsao generalizada 232 43,5
Auséncia 18 34
Auséncia atipica 12 2,3
Mioclbnica 34 6,3
Clénica 13 2,4
Tonica 33 6,2
Ténico-Clonica 66 12,3
Atonica 10 1,9
Espasmo infantil 44 8,3
Convulsdo gelastica 2 0,4
Total 533 100

Fonte: Adaptada de UNVER et al. (2015)

A epilepsia em pacientes idosos possui grande incidéncia e prevaléncia, sendo
frequentemente sub diagnosticada (ASSIS et al., 2015). Dados demogréaficos mostram que a
expectativa de vida em paises desenvolvidos e subdesenvolvidos estd aumentando de forma
consideravel ao longo dos anos. Com 0 aumento da populacao idosa 0s casos de epilepsia também
se elevam. Estima-se que 50% dos casos de epilepsia serdo diagnosticados em idosos até 2020; no
entanto, no ano de 2013 o surgimento de novos casos de epilepsia em idosos encontra-se em torno
de 25 a 30% (HUBER et al., 2013).

Os fatores de risco para o desenvolvimento de epilepsia variam com a idade. Em idosos
as doengas cerebrovasculares figuram-se entre os principais fatores de risco para o
desenvolvimento da doenca (BRODIE et al.,, 2009). Um estudo com 120 pacientes idosos
hospitalizados elencou os principais fatores que induzem o aparecimento da epilepsia em pacientes
dessa faixa etaria. O Acidente Vascular Cerebral (AVC) isquémico € o fator etioldégico mais
importante, observado em 37% dos casos, seguido de neoplasias intracranianas (13%), AVC
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hemorragico (12%), doenca de Alzheimer (6,7%), outras deméncias (4.7%) e disturbios
metabdlicos (5,5%) (ASSIS et al., 2015). Lesdes traumaticas cerebrais também sdo importantes
fatores etiologicos de convulsdes em idosos, chegando a 20% dos casos de epilepsia nesse grupo.
(VERELLEN e CAVAZOQOS, 2014).

3.2 CLASSIFICACAO

A primeira classificacdo das epilepsias foi realizada em 1981 pela International League
Aganst Epilepsy (ILAE) com base em padrdes de EEG (FISHER et al., 2017). Ao longo dos anos
essa classificacdo sofreu modificacdes; em 2010 a ILAE revisou a classificacdo com o intuito de
facilitar o entendimento desses conceitos e assim abrir espaco para a inssercdo de novas definicoes,
a medida que novos avancos foram produzidos, facilitando assim o dialogo sobre a convulsdo na
clinica, no ensino e na pesquisa (BERG et al., 2010; FISHER et al., 2017).

A classificacdo das epilepsias segundo a ILAE da-se primeiramente na diferenciac&o entre
convulsdes focais, generalizadas ou de inicio indefinido (figura 1 préxima pagina). As focais assim
como as de inicio desconhecido dividem-se em motora e ndo motora, e ainda pela presenca ou
auséncia de consciéncia e responsividade (FISHER et al., 2017). Ja as generalizadas dividem-se
entre motora e crise de auséncia. Pelo fato de ainda ndo ser uma condicao totalmente elucidada,
existem ainda as convulsdes que fogem a esse padréo por nao terem especificaces sabre a causa
inicial, presenca de atividade motora ou ndo motora, bem como detalhes sobre o nivel de
consciéncia do paciente no momento da convulsdo. A esses tipos de convulsdes atribuiu-se o termo
ndo classificada (HIRSCH et al., 2016; FISHER et al., 2017).
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Figura 1 — Classificacdo expandida das crises convulsivas segundo a ILAE 2017.

[ Focal ] [ Generalizada ] [ Inicio Desconhecido ]
Consciente | consciéncia |
prejudicada Motora Motora

tonico-conica
espasmos epilépticos

tonico-clonica

A‘Iotora \ clénica

automatismo t(“).mclaﬂ . N it
atonica mipelomea. o perda de comportamento
clonica mioclénica-tonico-clonica
espasmos epilépticos mioclénica-atonica
Hipermotora atonica Nio classificada
mioclonica espasmos epilépticos
fomea Crise de auséncia
Nio motora tipica
autonomica atipica
perda de comportamento mioclénica
cognitiva \Mloclc‘)mca palpebral /
emocional

\ sensorial /

Focal para bilateral tonico-clonica

Fonte: Adaptado de FISHER et al. (2017).

Os dois principais tipos de convulsbes sdo, pela nova terminologia, focal e generalizada.
O termo focal foi introduzido no lugar do parcial, sugerindo que o ponto de origem esteja localizado
e limitado a apenas um hemisfério cerebral, envolvendo uma pequena regidao do mesmo. Por outro
lado, o termo generalizado sugere uma origem em um dos hemisférios seguido de rapida
distribuicdo por todo o encéfalo. Neste Gltimo caso, o padrdo eletroencefalogréafico pode néo se
manifestar igualmente em todas as partes do cérebro, o que caracterizaria uma convulsdo bilateral
sem o envolvimento de todas as redes neuronais (HIRSCH et al., 2016; FISHER et al., 2017).

As crises de auséncia sdo caracterizadas pela perda abruptas da consciéncia, apresentando
ainda olhar fixo, rapidos reflexos palpebrais e movimento dos olhos. Esses episodios duram em
torno de 10 segundos e podem ocorrer varias vezes ao dia. As convulsbes mioclonicas séo
caracterizas pelo paciente apresentar movimento repentinos, involuntarios e irregulares da cabeca,
pescoco, membros ou combinagdo entre esses. J& as convulsdes tonico-clonicas desenvolve um

perfil de perda de consciéncia, apresentando uma fase ténica, evidenciada pelo enrijecimento da



24

musculatura esquelética, seguida a fase cl6nica a qual se apresenta por movimentos ritmicos e
tremores. Durante a convulsdo o paciente pode morder a propria lingua e apresentar incontinéncia
urinéria e fecal. Logo apds essa fase quando o paciente esta se recuperando, pode ocorrer confusao
mental, agressividade e cansaco (ANGUS-LEPPAN e PARSONS, 2008).

3.3 FATORES DE RISCO

Séo conhecidos varios fatores de risco que levam ao desenvolvimento da epilepsia (tabela
3). Eles abrangem uma consideravel variedade de condicGes que incluem desde lesdes cerebrais
em neonatos, dificuldades no parto, problemas metabolicos congénitos até sindromes
cromossoémicas, tumores no SNC e infec¢es. No entanto as causas mais comuns de epilepsia em
paises pobres e subdesenvolvidos sdo advindas de processos infecciosos causados por helmintos e
protozoéarios (SINGH e TREVICK, 2016).

InfecgBes parasitarias podem contribuir com o aparecimento de convulsbes e da
epileptogénese (tabela 4). Doengas como neurociticercose (NCC), estdo entre as causas mais
comuns de epilepsia. Aproximadamente um terco da populacdo com epilepsia que vive em areas
endémicas de Taenia solium, tem sua condicdo associada a NCC (NDIMUBANZI et al., 2010).

Outras doencas causadas por protozoarios também originam a epilepsia. Infecgdes por
Plasmodium falciparum, induzem o paciente a quadros de encefalites, convulsGes e até mesmo
status epilepticus, podendo apresentar como sequela neuroldgica epilepsia residual, problemas
cognitivos e de fala, cegueira cortical e hemiplegia. InfeccGes oportunistas como toxoplasmose,
citomegalovirus, tuberculose e criptococose, podem comumente causar encefalites e convulsdes
parciais em pacientes imunodeprimidos (SINGH e TREVICK, 2016). Os principais fatores de risco
para 0 acometimento dessas parasitoses sdo principalmente o contato com solo e ingestdo de dgua

e alimentos contaminados e malcozidos.
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Tabela 3 — Fatores de risco para desenvolvimento da epilepsia.

Fatores de risco para epilepsia

Fatores de risco

Comentarios

Convulsao febril

Historico familiar de convulsédo

Congénita/de desenvolvimento

Erros congénitos de metabolismo, sindrome de Angelman, sindrome
de Prader-Willi, sindrome de Rett.

Neurofibromatose

Esclerose tuberosa, sindrome de Sturge-Weber.

InfecgBes do SNC

NCC e

Plasmodium falciparum em &reas endémicas, Toxocara canis e

Meningite, encefalite, infeccdes parasitarias como:

Onchocerca volvuls.

Trauma enceféalico

Hemorragias subdural/epidural/intraparenquimal, injdrias durais

penetrantes, fraturas cranianas.

Doencas neurodegenerativas

Deméncias variaveis, sindrome de Ratt, epilepsia miocl6nica

progressiva, lipofusinose ceréide neuronal.

Acidente Vascular Cerebral

Congénito e adquirido.

Ma formacé&o vascular

Cavernomas, ma formacdo arteriovenosa.

Tumores do SNC Gangliogliomas, ganglioneurocitomas, DNETS, meningiomas,
outros tumores malignos e benignos.
Desordem migratorio neuronal | Displasia cortical focal, lisencefalia, hemimegalencefalia,

esquizencefalia, henterotopia periventricular nodular, heterotropia

subcortical.

Outras desordens neuroldgicas

Autismo, dificuldade de aprendizado, enxaqueca, depressao,

paralisia cerebral.

Fonte: adaptada de (SINGH e TREVICK, 2016)



Tabela 4 — InfecgOes parasitarias comuns associadas a epilepsia.

InfeccOes parasitarias comumente associadas a epilepsia

Protozoa

Plasmodium falciparum

Malaria

Trypanosoma rhodesiense

Doenca do sono africana

Trypanosoma gambiense

Doenca do sono africana

Toxoplasmosis gondii

Toxoplasmose

Trypanosoma cruzi

Doenca de chagas

Naegleria fowleri

Encefalite amebiana priméria

Acanthamoeba spp

Encefalite amebiana granulomatosa

Nematoide

Stronglyloides stercoralis

Estrongiloidiase disseminada

Toxocara canis

Meningoencefalite, mielite, vasculite cerebral

Trichinella

Triquinose

Trematoda

Schistosoma mansoni

Esquistosomiase

Schistosoma haematobium

Esquistosomiase

Schistosoma japonicum

Esquistosomiase

Cestoda
T solium Cisticercose
T multiceos Coenurose
E granulosus Hidatidose
Spirometra Esparganose
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Fonte: adaptada de (SINGH e TREVICK, 2016).

3.4 FISIOPATOLOGIA

Epilepsia é uma desordem neuronal paroxistica onde o individuo desenvolve, segundo a
ILAE 2017: a) duas ou mais convulsdes ndo provocadas em espaco de tempo maior que 24 horas
entre elas; b) uma convulsdo ndo provocada ou reflexa, sendo a probabilidade da ocorréncia de
mais convulsdes similares ao risco de recorréncia (minimo de 60%) ap6s duas convulsdes nao
provocadas, num periodo de 10 anos; c) diagnostico de sindrome epiléptica (FISHER et al., 2014).
A epilepsia é uma condigdo multifatorial, estando ligada a desordens de desenvolvimento, cognicao

e comportamento. Cada uma dessas condi¢des possui diferentes causas, mecanismos e tratamentos,



27

reforcando o conceito de que epilepsia é uma doenca relacionada a funcéo cerebral, e ndo tdo
somente responsavel por induzir convulsdo (LINEHAN et al., 2011).

Acredita-se que, apesar da grande variedade de patologias responsaveis por induzir as
sindromes epilépticas e as varias manifestacdes clinicas que elas apresentam, a geracao de muitas
das diferentes convulsdes tem base em mecanismos celulares e conexdes neuronais comuns. Os
estudos sobre tais mecanismos e interconexdes celulares da epilepsia apontam a participacéo de
trés areas principais do cérebro no desenvolvimento das crises epilépticas: o cortex cerebral,
hipocampo e o talamo. No entanto, estudos dos possiveis mecanismos responsaveis pela geracdo
dessa doenca, nessas regides cerebrais, demostram que varios aspectos da funcdo neuronal e glial,
desde genes até as conexdes neuronais possuem pelo menos influéncia modulatéria nos
mecanismos de geracao da epilepsia (MCCORMICK e CONTRERAS, 2001).

Desse modo, o processo fisiopatoldgico da epilepsia estd intimamente relacionado a alta
interconexao cerebral, mais especificamente do prosencéfalo, as quais geram ampla variedade de
atividades elétricas sincronizadas nas regides cerebrais mencionadas. Essas atividades cerebrais
sincronizadas surgem como uma transformacdo do ritmo elétrico normal do cérebro, sendo
portanto, o processo de convulsdo caracterizado por disfungdes eletrofisiologicas que induzem
hiperatividade anormal, ritmicas e passageira de um conjunto de neurdnios principalmente das
regides do cortex e do hipocampo (MCCORMICK e CONTRERAS, 2001).

Essas disfuncbes podem ser geradas de duas formas: primeira, um pico interictal, aumento
sincronizado do potencial de acdo neuronal, devido excitacdes recorrentes, seguidas de periodos
de hiperpolarizacdo das células neuronais nas regiGes citadas. Segunda, também podem ser
causadas devido uma resposta ao desequilibrio entre neurotransmissores excitatorio e inibitorios,
mediada pelas propriedades elétricas intrinsecas das membranas e pelas intera¢6es sinapticas que
propagam essas descargas. Dessa forma os mecanismos celulares responsaveis pela geracdo das
convulsdes podem ser diferenciados em duas categorias: ritmicas (iniciadas por um pico interictal)
e pelo desbalancgo excitatério e inibitorio de neurotransmissores (MCCORMICK e CONTRERAS,
2001).
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3.5 BASES MOLECULARES DA CONVULSAO

Como citado anteriormente, 0s neurotransmissores apresentam papel essencial na génese,
modulacdo, propagacdo e manutencdo das convulsdes tanto epilépticas quanto ndo epilépticas.
Além das regides cortical, hipocamplal e talamica, outras também séo afetadas, substancia negra,
corpo estriado e amigdala. Essas estruturas sdo continuamente deterioradas devido a morte
neuronal durante o processo de convulséo, observados em modelos animais como o da pilocarpina.
Convulsdes geradas por esse modelo estdo associadas a diferentes sistemas de neurotransmissao
como GABAEérgico, noradrenérgico, serotoninérgico e dopamineérgico, glutamatérgico (FREITAS,
2011).

Vaérios estudos in vivo e in vitro mostraram elevada atividade de monoaminas como
noradrenalina (NA), serotonina (5-HT), dopamina (DA), acetilcolina (ACh), bem como
neurotransmissores gasosos como o0 Oxido nitrico (NO) associadas a alteragbes no
eletroencefalograma e em testes comportamentais de convulsdo (APPLEGATE et al., 1986;
APPLEGATE e TECOTT, 1998; HRNCIC et al., 2012). Ha evidencias de que a neurotransmissio
colinérgica também estd envolvida na instalacdo de crises convulsivas (FREITAS, 2011). A
elevada concentracdo dessas monoaminas estdo associadas a intermitentes descargas neuronais, as
quais caracterizam as convulsdes, seja ela focal ou generalizada em regides do cérebro como
amigdala e locus coeruleus (LC) (SHOUSE et al., 2001). Portanto todos esses neurotransmissores
atuam em conjunto na manutencao dos impulsos elétricos normais dos neurénios, bem como nos
processos fisiopatoldgicos relacionados a convulsdo (HRNCIC et al., 2012).

Estudos realizados com o intuito de determinar concentracdes de monoaminas no LC e
amigdala em modelo felino de epilepsia lobo temporal, o qual utiliza descargas elétricas para gerar
convulsdes focais e generalizadas, mostraram que a baixa concentragdo de monoaminas nessas
regibes aumenta consideravelmente a susceptibilidade de desenvolver convulsdo. No entanto as
concentragcdes de NA, 5-HT e DA no LC e amigdala aumentam durante as convulsdes focal e
generalizada. De forma individual, NA e 5-HT s@o encontradas em maior concentracdo no LC
durante convulséo generalizada, enquanto que DA tem concentracdo maior na amigdala durante
convulsdo generalizada, apesar de ter expressivo aumento também na convulsdo focal. Tais
achados indicam que, além de haver grande quantidade de células noradrenérgicas e
serotoninergicas nessas regioes, elas possuem importante papel na epileptogénese (SHOUSE et al.,
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2001; FREITAS et al.,, 2006b). Uma abordagem mais detalhada da atividade desses

neurotransmissores e suas funcdes na epileptogénese serd mostrada ao longo desse topico.

Acido-y- aminobutirico (GABA)

O &cido-y- aminobutirico (GABA) é o principal neurotransmissor inibitorio do Sistema
Nervoso Central (SNC), sendo produzido a partir do glutamato, pela enzima L-acido glutdmico
descarboxilase (LGD) e o co-fator piridoxal fosfato. Promove seu poder inibitério induzindo o
influxo de ions cloreto (CI), atravez dos receptotes ionotrépicos (GABAA), 0s quis sdo ativados
pela propria ligacdo do GABA a regides especificas dos receptores. A entrada de ions cloreto induz
hiperpolarizando das células neuronais, e consequentimente aumento do limiar do potencial de
acdo neuronal, impedindo que uma resposta exitatdria ocorra de forma exacerbada, dessa forma a
epilepsia esta relacionada a falta do controle inibitorio dos neurénios (HUNT et al., 2013).

Esse descontrole nos cirquitos GABAérgicos estdao associados a fatores que afetam a
atividade do neurotransmissor GABA, os quais incluem liberacdo isuficiente de GABA, perca e
mudanca no cirquito dos interneurénios GABAergicos, alteracdes na expressdo de receptores
GABA, bem como deficiéncia nas enzima responsaveis pela sintese desse. A atividade insuficiente
da LGD resulta num desbalaco entre glutamato (exitatorio) e GABA (inibitorio), tendo em vista
que o primeiro € o substrato enzimatico para producdo do segundo neurotransmissor (KANG et al.,
2008). Portanto, todo esse conjunto de alteracbes, promove desequilibrio entre o0s
neurotransmissores exitatorio e inibitdrios, levando a uma instabilidade e deficiéncia na conducao
dos sinais neuronais (KAUL et al., 2011).

Noradrenalina (NA)

Estudos apontam que a neurotransmissao noradrenérgica € de grande importancia para a
génese das convulsdes induzidas pelo modelo animal de convulsdo induzido por PTZ kindling,
tendo em vista 0 aumento dos niveis de noradrenalina no LC. Também foi observado o aumento
desse neurotransmissor durante convulsdes focais e generalizada, na regido do LC. Analisando a

concentracdo da NA em comparagdo com outros neurotransmissores (5-HT, DA), notou-se que 0s
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niveis do NA se sobressai mediante as outras monoaminas. Com relagdo as regides cerebrais, a 0s
niveis de NA se apresentaram mais elevada no LC do que na amigdala (SHOUSE et al., 2001).

No entanto, o contrério foi visto em estudo que mostra uma diminui¢éo na concentracdo
de NA no LC durante as fases agudas das convulsdes. Havendo assim, além da diminuicao da
concentracdo desse neurotransmissor, um aumento na taxa de metabolizacéo da noradrenalina (DE
FREITAS et al., 2005).

Acetilcolina (ACh)

A neurotransmissdo colinérgica apresenta importante influencia no desenvolvimento de
crises convulsivas e status epilepticus, essa relacao é observadas pela administracdo de altas doses
de agonistas colinérgicos muscarinicos, em modelo animal da pilocarpina (FREITAS, 2011). Esse
processo envolve a ativacdo de receptores muscarinicos colinérgicos M1, presente majoritariamente
nas células neuronais do hipocampo. Esses receptores possuem acoplamento a proteina Gg/11
aumenta a atividade da fosfolipase C, que por sua vez induz a hidrolise dos fosfoinositideos
presentes na membrana e a sintese de diacilglicerol (DAG). O DAG juntamente com o calcio
liberado pela acdo do 1,4,5 trifosfato de inositol (IP3), resulta na ativacdo da Proteina-quinase
dependente de célcio (PKC). Esse processo tem como resultado final a despolarizacdo dos
neurbnios bem como liberacdo de vesiculas na fenda sinaptica, para a propagacéo do potencial de
acdo (VENTURA et al., 2010).

O envolvimento do sistema colinérgico na epileptogénese e convulsdes é bem visualizada,
pelo uso da atropina, droga antagonista de receptores M1. Ela promove o bloqueio desses
receptores inibindo o aparecimento de sinais colinérgicos periféricos (movimentos estereotipados
e tremores) induzidos pelo modelo animal de convulséo da pilocarpina. (DORANDEU et al.,
2005). Outro estudo mostra que uma recente droga utilizada no tratamento da epilepsia
(Levetiracetam), demostrou um aumento consideravel na laténcia para primeira convulsao e de
morte, bem como significante diminuigdo na ocorréncia de convulséo, status epilepticus e monte,

em animais submetidos ao modelo da pilocarpina (OLIVEIRA et al., 2005).

Estudos mostram que os receptores M1 também sofrem diminuicdo em sua densidade no

hipocampo (41%) e corpo estriado (51%). A diminuicdo observada nessas regides cerebrais é
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causada por um mecanismo compensatério imediato, devido ao aumento na concentracdo de
acetilcolina produzida pela pilocarpina durante a fase aguda da convulséo e status epilepticus (DE
FREITAS et al., 2005). Outros estudos também demostraram diminui¢do consideravel na atividade
da enzima acetilcolinesterase (AChE), (responsavel pela degradacdo da acetilcolina (ACh) na
fenda sinéptica), no hipocampo (63%), corpo estriado (35%) e no corte frontal (27%), durante
convulsdes. Essa diminuicdo pode ser responsavel pela regulacéo na concentracdo de ACh durante
0 desenvolvimento do status epilepticus induzido por pilocarpina (FREITAS et al., 2006a).

Dopamina (DA)

A neurotransmissdo dopaminérgica parece estar bem implicada na propagacdo e
manutencdo das crises convulsivas induzidas tanto pelo PTZ quanto pela pilocarpina. De modo que
a deplecdo da dopamina aumenta a resisténcia as convulsdes, enquanto que seus niveis elevados
no cérebro podem induzi-las em diferentes modelos animais. E importante notar que a dopamina
no processo convulsivo pode desenvolver respostas contrarias dependendo de qual receptor estiver
mais proeminente D1 ou D». Esses dois tipos de receptores interagem de forma cooperativa no
sentido de controlar o comportamento motor. No entanto, apesar de a estimulacdo dos receptores
D: potencializar e o bloqueio deles diminui[ires as convulsdes, o papel da via dopaminérgica junto
a propagacdo do processo convulsdes ainda ndo esta totalmente elucidado (DE FREITAS et al.,
2005).

Glutamato (Glu)

Vaérias evidencias mostram a efetiva participacdo do glutamato no desenvolvimento de
convulsdes bem como a manutencdo e propagacdo delas. Apos injuria cerebral (trauma fisico,
hipoxia entre outros) ocorrem mudangas moleculares, bioquimicas e estruturais que como o passar
do tempo resulta no desenvolvimento de convulsdes motoras recorrentes, dessa forma, dar-se a
epileptogénese (ACHARYA et al., 2008). Dentre as mudancgas, esta a liberacdo anormal de
glutamato na regido extracelular do hipocampo, e aumento de radicais livres, responsaveis pelo
estresse oxidativo, juntos, esses fatores séo indutores da neurotoxicidade e consequente morte

celular.
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A morte neuronal é mais provavelmente um resultado da neurotoxicidade mediada pelo
glutamato e o aumento de radicais livres, sendo eles responsdveis pela manutencdo da
excitabilidade neuronal, a qual leva a convulsbes motoras recorrente e ao estatus epilepticus
(KONG et al., 2012). E sabido que o aumento na concentracdo de glutamato liberado pelos
astrocitos, tem papel importante na descarga sincronizada de grande populacdo de neurdnios
durante as convulsées (BENARROCH, 2009). Portanto, a redugdo do glutamato na indugéo de
citotoxicidade surge como uma importante alternativa na prevencdo da morte neuronal induzida
por convulsdo, bem como as convulsdes recorrentes provenientes do processo de morte neuronal
(KONG et al., 2012).

Estudo realizado em animais transgénicos com intuito de investigar as consequéncias do
aumento da expressdo da proteina EAAT., um captador de glutamato, mostrou que o aumento
dessa proteina em ratos transgénicos atenua o processo de epileptogénese e de convulsées motoras
recorrentes, pelo modelo de epilepsia lobo temporal induzida por pilocarpina. A alta estimulacao
colinérgica promovida pela pilocarpina, induz influxo de Ca®* e consequente liberago exacerbada
de glutamato, favorecendo o status epilepticus, pelo disparo sincronizado de grupo de neurdnios.
No entanto, a alta expressédo de EAAT? inibe o disparo sincrénico neuronal pela reducéo da toxica
concentracdo de glutamato extracelular, protegendo assim, contra o desenvolvimento do status

epilepticus e morte neuronal aguda (KONG et al., 2012).

Oxido nitrico (NO)

Oxido nitrico (NO) é uma molécula gasosa que possui atividade em quase todos os tecidos,
inclusivo no SNC onde desempenha papel imprescindivel como neurotransmissor gasoso. Possui
grande versatilidade e distribuicdo nos tecidos devido caracteristicas fisico-quimicas como:
pequeno tamanho molecular, alta permeabilidade em membranas bioldgicas, produzida
endogenamente em processor que podem ser regulados, funces fisiologicas bem estabelecidas,
efeitos mediados ou ndo por segundo mensageiros (ITOH e WATANABE, 2009). A atividade no
SNC esta relacionada a importantes processos fisioldgicos incluindo aprendizagem e memdria, via
potenciacdo de longo prazo (GUIX et al., 2005). H& grandes evidencias também da participacao

desse neurotransmissor tanto em mecanismos pro-convulsivantes quanto anticonvulsivantes, tendo
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assim a necessidade de mais estudas relacionados ao papel do NO na epilepsia (ITOH e
WATANABE, 2009).

3.6 TRATAMENTO

Os farmacos empregados no tratamento das epilepsias desempenham papel importante no
controle das crises. No entanto apenas 20-40% dos pacientes apresentam resposta excelente ao
tratamento, enquanto 30-40% apresentam resposta satisfatoria, 10-20% incerta e 20% insatisfatoria
(SILLANPAA e SCHMIDT, 2017). De forma ideal as drogas anticonvulsivantes deveriam
controlar totalmente as convulsdes, serem seguras ao uso crénico, ndo desenvolvendo assim efeitos
colaterais ou adversos (teratogenicidade, hipersensibilidade ou toxicidade), ser de facil prescricédo
e adesdo do paciente ao tratamento (SCHMIDT e SCHACHTER, 2014).

Os farmacos utilizados no tratamento das crises convulsivas desenvolvem suas a¢fes
através do aumento da neurotransmissdo GABAEérgica, reducdo dos efeitos de aminoacidos

excitatorios como o glutamato, ou do bloqueio de canais idnicos (figura 2) (SMITH et al., 2007).

Figura 2 — Alvos moleculares dos farmacos antiepilépticos.
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Fonte: Adaptada de SCHMIDT e SCHACHTER (2014)
A tabela 5 mostra a primeira linha de farmacos utilizados no tratamento das convulsdes,

seus mecanismos de acdo e principais indicagoes.
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Tabela 5 — Principais farmacos utilizados no tratamento das crises epilépticas.

Farmaco

Mecanismo de acao

Principal indicagdo na convulsdo

Carbamazepina

Blogueador de canais de Na*

Convulsoes focais, generalizadas com inicio focal

(nenhum dos farmacos novos tem melhor eficacia)

Gabapentina

Bloqueador de canais de Ca%

Convulsoes focais e generalizadas sem inicio focal

Lamotrigina

Bloqueador de canais de Na*

Convulséo focal e generalizada

Levetiracetam

Modulador da SV2A

Convulsoes focais, generalizadas sem inicio focal

e mioclonica

Oxcarbamazepina

Blogueador de canais de Na*

Convulsbes focais, generalizadas com inicio focal

Topiramato Potenciacdo do GABA; bloqueio de | Convulsdes focais e generalizadas, sindrome de
canais de Na* e Ca?* Lennox-Gastaut
Valproato Potenciacdo do GABA, bloqueador de | Convulsdes focais, generalizadas (nenhum dos
canais de Na* e Ca?* farmacos novos tem melhor eficécia)
Lacosamida Aumenta a inativacéo lenta de canais de | Convulsdes focais e generalizadas com inicio focal
Na* dependentes de voltagem (sem hepatotoxicidade)
Pregabalina Blogueador de canais de Ca? Convulsdes focais e generalizadas com inicio focal
(sem hepatotoxicidade)
Zonisamida Bloqueador de canais de Na* Convulsdes focais e generalizadas (ndo inferior a
carbamazepina, sem hepatotoxicidade)
Parampanel Antagonista do receptor AMPA Convulsoes focais e generalizadas com inicio focal
Clobazam Potenciagdo do GABA Convulsdes focais e generalizadas (sem

hepatotoxicidade)

Etossuximida

Blogueador de anais de Ca?*

Crise de auséncia (primeira droga antiepiléptica,

sem hipersensibilidade na pele)

Fenitoina Blogueador de canais de Na?* Convulsdes focais e generalizadas com inicio focal
(eficacia similar a carbamazepina)
Diazepam Modulacéo alostérica do GABA Convulsdes focais e generalizadas (sem

hepatotoxicidade e hipersensibilidade da pele)

Fonte: Adaptada de SCHMIDT e SCHACHTER (2014).

As pesquisas para o desenvolvimento de medicamentos antiepilépticos tém focado em

alvos relacionados aos mecanismos da epileptogénese, bem como no desenvolvimento de farmacos

com novos mecanismos de acdo (KAUR et al., 2016) (tabela 6, pagina seguinte). As estratégias

neuroprotetoras mais frequentemente utilizadas consistem no manejo adequado do estresse
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oxidativo, excitotoxicidade e neuroinflamac&o, devido a direta relagdo desses processos com morte

neuronal e consequente neurodegeneracao.

Tabela 6 — Farmacos atualmente em estudo para o tratamento da epilepsia

Farmaco Alvo Terapéutico Condigéo Fase Clinica
Muscimol Receptor GABAA Epilepsia Fase 1
Bumetanida Inibidor NKCC1 Convulséo neonatal Fase 1
Selurampanel | Receptor AMPA/Cainato | Convulsdo refratéria parcial Fase 2
Ganaxolone Receptor GABAAa Convulsbes parciais ndo controladas Fase 2
Buspirona Receptor 5-HT1a Epilepsia localizada Fase 2
Canabidiol Ainda néo elucidado Sindrome de Dravet e Lennox Gastaut Fase 2
Carisbamato | Ainda ndo elucidado Epilepsia parcial Fase 3
VX-765 Caspase-1 Epilepsia parcial resistente Fase 2
Seletracetam | Canais Ca?* pré-sinapticos | Convuls@es de inicio focal Fase 3
Everolimus Inibidor mTOR Convulsdo refrataria (esclerose tuberosa) Fase 3

Fonte: adaptada de KAUR et al. (2016).

Apesar do grande arsenal medicamentoso existente, a maioria dos fArmacos antiepilépticos
possui efeitos adversos sérios, 0s quais debilitam o paciente, impedindo-o de realizar tarefas diarias
simples. Essa caracteristica interfere significativamente na adesdo do paciente ao tratamento,
dificultando assim o controle da doenca (KAUR et al., 2016). Como foi discutido em paragrafos
anteriores, existe uma necessidade de drogas com novos mecanismos de acdo, capazes de modificar
o progresso fisiopatoldgico da doenca. E importante também que esses novos farmacos possuam
acao menos nociva ao paciente, permitindo a ele uma melhor qualidade de vida e melhor adesdo
ao tratamento (KAUR et al., 2016). Visto que algumas plantas medicinais apresentarem atividade
no SNC, o direcionamento das pesquisas em produtos naturais bioativos surge como um potencial
campo de pesquisa, tendo em vista que a maioria dos medicamentos existentes para o tratamento
dessa desordem é proveniente de sintese quimica (CARLINI e MENDES, 2011) e apresenta
algumas limitagdes.

Seguindo essa premissa, para se obter compostos que atuem modificando 0 processo
patofisiologico da epilepsia, € importante também haver um olhar direcionado aos fatores genéticos
que regulam a epileptogénese. Descobertas recentes mostram que a formacdo das espinhas

dendriticas, que sdo protuberancias existentes nos dendritos, responsaveis pela formacdo de
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sinapses, exercem papel importante no desenvolvimento da epilepsia. A formacéo dessas estruturas
é independente da atividade neuronal, no entanto a sua maturacéo e especializacdo ndo o séo.
Diferente das outras células, os neurdnios séo capazes de sintetizar proteinas em regides especificas
do citoplasma, como por exemplo nas mediacdes das espinhas dendriticas. Essa producdo é
mediada por mRNAs especificos que séo transportados em forma de ribonucleoproteinas (RNPS)
de forma inativa para a regido das espinhas dendriticas, onde séo traduzidas proteinas responsaveis
pela formacédo e maturagéo das sinapses (FIORE e SCHRATT, 2007).

Os microRNAs (miR-134) sdo moléculas enddgenas pequenas advindas de RNAs nao
codificados, responsaveis por regular os niveis de proteinas nas células pelo controle da
estabilidade e traducdo de mMRNAS, nesse caso, das regides espinhais dendriticas. A regulacdo
ocorre pela ligacdo do miR-134 as bases complementares do mMRNA alvo, impedindo fisicamente
que a traducdo local da proteina LimK21 responsaveis pelo crescimento dos espinhos dendriticas e
a formacao de sinapses excitatorias ocorra (FIORE e SCHRATT, 2007; RESCHKE et al., 2017).

No entanto, o processo de formac&o sinéptica é bastante dindmico, e varia entre a inibi¢do
e ativacdo da traducdo, dependendo do tipo de sinalizacdo presente. Para a inibicdo, €
imprescindivel o aumento na concentracdo de miR-134, enquanto que na ativacdo € necessario o
aumento na concentracdo de BDNF (o qual é liberado na ativacdo sinaptica) que neutraliza a
inibicdo do miR-134. Dessa forma 0 miR-134 tém papel chave na regulacdo excitatéria neuronal
(FIORE e SCHRATT, 2007; RESCHKE et al., 2017). Estudo realizado utilizando modelo animal
de convulsdo induzida por PTZ, mostrou o potencial anticonvulsivante e modificador do processo
patoldgico do silenciador do miR-134 (Ant-134), que sdo moléculas capaz de antagonizar as bases
complementares no gene responsavel pela producdo do miR-134, diminuindo sua expressao,
impedindo-o assim gue se liga ao mMRNA alvo. (RESCHKE et al., 2017).

3.7 EUCALIPTOL

Os conhecimentos milenares acumulados sobre as plantas e o uso empirico delas como
remédios na antiguidade por diferentes povos e culturas nortearam todo o conhecimento cientifico
atual a respeito das plantas medicinais e de suas propriedades farmacologicas (NOBREGA DE
ALMEIDA et al., 2011). Inimeras espécies de plantas aromaticas sdo utilizadas na medicina
devido as atividades farmacoldgicas apresentadas pelos 6leos essenciais (LIMA-ACCIOLY et al.,
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2006), tais como atividades antiespasmaodica, antioxidante, antiparasitaria (LIMA-ACCIOLY et
al., 2006; CIFTCI, O. et al., 2011), ansiolitica, analgésica, antidepressiva, anticonvulsivante e
antiepiléptica. E importante ressaltar que muitos desses compostos também podem causar
alucinacgfes, tremores, paralisia e convulsdes (BLANCO et al., 2009; PASSOS et al., 2009;
ZERAATPISHEH e VATANPARAST, 2015).

Os 0leos essenciais sao uma mistura de diferentes compostos quimicos, dentre 0s quais se
destacam os terpenos e os fenilpropandides (NOBREGA DE ALMEIDA et al., 2011). Os terpenos
sdo formados por unidades de isopreno, estruturas compostas por cinco 4&tomos de carbono (figura
3).

Figura 3 — Estrutura de isopreno, molécula base dos terpenos.

S

Fonte: https://es.wikipedia.org/wiki/Terpeno#/media/File:Isoprene.svg, 2017

A ligacdo entre duas unidades isoprénicas caracteriza a formacdo de um monoterpeno
(C10), enquanto que a ligacdo entre trés delas (C15) constituem 0s sesquiterpenos e assim
sucessivamente. Dependendo da cadeia carbbnica, os terpenos podem ser classificados em
aciclicos, ciclicos e monociclicos, o que infere uma variedade de combinagdes e assim grande
diversidade de atividades farmacoldgicas (REALDON, 1960; PASSOS et al., 2009).

O eucaliptol (1,3,3-trimetil-2-oxabiciclico[2.2.2]octano), também conhecido como 1,8-
cineol, € um monoterpeno de formula molecular C10H180 e peso molecular 154,25 g/mol
comumente encontrado como principal constituinte de 6leos essenciais de algumas espécies de
plantas aromaticas (SANTOS e RAO, 2000) (figura 4). Este composto apresenta-se como um
liquido incolor insolivel em agua, com aroma canforado, miscivel em alcool, cloroférmio,
dissulfeto de carbono, &cido acético glacial e 6leos vegetais. E opticamente inativo e apresenta
ponto de ebulicédo entre 176 — 177 °C e ponto de fuséo entre 1 — 2 °C (SIGMA-ALDRICH, 2015).


https://es.wikipedia.org/wiki/Terpeno#/media/File:Isoprene.svg
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Figura 4 — Molécula estrutural do eucaliptol (1,8-cineol)
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Fonte: http://www.sigmaaldrich.com, 2017

O eucaliptol € muito valorizado pela indUstria farmacéutica devido as suas propriedades
farmacoldgicas, tais como antitussigena e descongestionante nasal, sendo utilizado para o
tratamento de bronquites e sinusites (SANTOS e RAO, 2000). Além disso, 0 composto apresenta
consideravel atividade antibacteriana, antifungica, sedativa, anticonvulsivante (MONFORTE et
al., 2010), hipnética e analgésica (SANTOS e RAO, 2000; TAKAISHI et al., 2012). Este Gltimo
efeito parece envolver inibicdo do receptor TRPAL e ativacdo do receptor TRPMS, revertendo a
sensibilizacdo provocada pela injuria de nervos periféricos (TAKAISHI et al., 2012).

LIMA-ACCIOLY etal. (2006) mostram que o eucaliptol, quando testado em nervo ciatico
de ratos, é capaz de reduzir o potencial de acdo e a velocidade de conducdo do impulso no nervo,
aumentando o limiar necessario para gerar o potencial de acdo. Um efeito semelhante foi observado
sobre a reducdo da excitabilidade neuronal simpatica e 0 mecanismo de acdo parece envolver o
bloqueio dos canais de Na* dependentes de voltagem (FERREIRA-DA-SILVA et al., 2009) e dos
canais de K, responsaveis pela repolarizacdo da membrana neuronal (ZERAATPISHEH e
VATANPARAST, 2015). Este ultimo efeito foi potencializado na presenca de baixas
concentragOes de farmacos bloqueadores dos canais de potéssio.

O eucaliptol apresentou atividade anti-inflamatéria consideravel, tendo assim importante
atividade em doengas neurodegenerativas relacionadas a inflamagdo como a doenca de Alzheimer
(DA\). E sabido que o desenvolvimento dessa doenga esta também relacionado a dois marcadores

neuropatologicos principais, as placas beta-amildides (AP) (proteinas que se agrupam formando as
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placas, bloqueando a sinalizacdo entre as celulas nas sinapses) e a formacdo de novelos
neurofibrilares (NFT). Estudos mostram que o aumento de AP ¢ responsavel pela inducdo da
inflamacdo na DA. O processo inflamatério induz o aumento da secrecdo de citocinas pro-
inflamatdrias como fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) ¢ interleucinas 1p e 6 pelas células
imunoldgicas, as quais induzem o aumento na atividade das enzimas cicloxigenase 2 (COX-2),
oxido nitrico sintetase (NOS-2) e o fator nuclear tor-kB (COUTURIER et al., 2011). O aumento
dessas interleucinas promove também a producdo de mais AP, pela modulagdo das y-secretases,
piorando a condigéo do paciente (BAKSHI et al., 2008).

Nesse sentido, estudo conduzido por KHAN et al. (2014) mostrou que em linhagens de
células PC12 modificadas geneticamente, pré-tratadas com Eucaliptol e posteriormente
adicionadas de beta-amildide 25 — 35 (AP2s5-35), com o intuito de promover a inflamagéo, reduziu
significativamente o potencial de membrana mitocondrial, concentragdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) e NO, bem como os niveis das citocinas TNF-a, IL-1p e IL-6. Além disso 0 uso
do Eucaliptol também foi responsavel pela diminui¢do da expressao das enzimas responsaveis por
produzir moléculas pré-inflamatorias NOS-2, COX-2 e NF-kB. Dessa forma o eucaliptol mostra
grande potencial anti-inflamatorio capaz de prevenir e diminuir os efeitos toxicos causados pelo
estresse oxidativo e a inflamacdo em doencas neurodegenerativas.

Eucaliptol também se mostrou potencialmente eficaz como antioxidante. Estudo utilizando
0 2,3,7,8-Tetraclorodibenzo-p-doxin (TCDD), um constituinte importante no mecanismo do
estresse oxidativo usado em animais para induzir o processo de oxidagdo. Esses animais quando
tratados com TCDD apresentam aumento de substancia reativa ao acido tiobarbitdrico (TBARS)
em tecidos como figado, rins e cérebro. O tratamento desses animais utilizando eucaliptol infere
que os niveis de TBARS bem como enzimas responsaveis pela producdo de radicais livres como
catalase, glutationa peroxidase, diminuem significativamente ao longo do tempo de uso do
eucaliptol. Apesar da relevancia desse monoterpeno, poucos estudos vém sendo feitos em relagédo
ao seu potencial antioxidante (CIFTCI, O. et al., 2011).

3.8 MODELOS ANIMAIS PARA EPILEPSIA E CONVULSAO

Modelos animais de epilepsia e convulsdo vem sendo utilizados para se testar o potencial

de diversas substancia tanto sintéticas quanto naturais, e tem promovido grandes avangos no



40

entendimento dos mecanismos moleculares pelos quais a epilepsia e a convulsdo se manifestam.
Os modelos animais dao assim o suporte instrumental para a descoberta de novos compostos
terapéuticos antiepilépticos e anticonvulsivantes.

Apesar desses modelos animais terem ajudado no desenvolvimento dos medicamentos
antiepilépticos até entdo langados, a eficacia deles no tratamento de algumas epilepsias ainda ndo
é alcancada. Isso se deve em grande parte ao fato de os modelos animais em uso para 0
desenvolvimento de novos medicamentos serem antigos, fazendo com que as novas drogas
compartilhem as mesmas caracteristicas farmacoldgicas, como por exemplo a inibicdo de canais
ionicos, que ndo surtem efeito, por exemplo, em casos de epilepsia refrataria (LOSCHER, 2011).

Sédo varios 0os modelos animais para a epilepsia e convulsdo, eles se diferenciam devido a
epilepsia ser caracterizada pela cronicidade das convulsbes devido a processos epileptogénicos,
enquanto que as convulsdes ndo epilépticas ndo possuem a caracteristica da cronicidade. Modelos
animais para epilepsia utilizam animais mutantes e transgénicos que apresentam convulsdes
espontaneas e recorrentes, ou pode ser obtida pela inducdo quimica e elétrica (abrasamento ou
Kindling) induzindo assim a epileptogénese. Enquanto que as convulsdes nao epilépticas podem
ser geradas por eletrochoque maximo e o PTZ os quais induzem convulsdes semelhantes as
apresentadas na epilepsia, entretanto ndo representam reproduzem a cronicidade da epilepsia
(LOSCHER, 2011).

O mecanismo de acdo pelo qual o PTZ induz convulsdo é bem estabelecido e envolve a
interacdo do PTZ ao sitio de ligacdo da picrotoxina, bloqueando o receptor ionotrépico GABAA,
que sdo canais de Cl". Esse bloqueio do receptor inibe a atividade dos neurdnios inibitorios
GABAEérgicos, pela diminuicdo na frequéncia de abertura do GABAA e consequente diminuicédo
na condutancia de CI". Esse processo € responsavel por gerar desregulacao excitatéria, tendo como
resultado a convulsdo (LOSCHER, 2011).

Outros exemplos de ferramentas farmacoldgicas incluem pilocarpina, cainato (modelos
gupimicos) e eletrochoque que se apresenta como ferramenta ndo-farmacoldgica. Todos esses
modelos sdo largamente utilizados para induzir tanto convulsfes epilépticas como também
modelos de epilepsia propriamente dita. Esses modelos estdo melhor detalhados na figura na figura
5. Devido alguns tipos de convulsdo ndo serem adequadamente mimetizadas pelo modelo do PTZ
surgiu a necessidade do desenvolvimento de outros modelos incluindo a modificacdo geneética, a

qual é especifica para modelos de epilepsia (LOSCHER, 2011). Nesse estudo utilizou-se 0 modelo
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animal do PTZ como o intuito de obter dados pré-clinicos sobre o efeito anticonvulsivante do
terpeno Eucaliptol (1,8-Cineol) em camundongos, por meio de testes comportamentais e

neurogquimicos.

Figura 5 — Esquema dos modelos animais para Epilepsia e convulsdo epilética.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ANIMAIS E ASPECTOS ETICOS

Foram utilizados camundongos Swiss albinos (Mus musculus), machos, com peso médio
de 30 g, provenientes do Biotério Prof. George Thomas, da universidade Federal da Paraiba —
UFPB. Os animais foram acondicionados em gaiolas de polipropileno e mantidos em ambiente
com temperatura de 23 £ 2 °C, livre de ruidos, com ciclo claro/escuro de 12 h, recebendo agua e
racdo ad libitum. Todos os experimentos foram realizados em horario padronizado (12h00min as
16h00min), no Laboratorio de Farmacologia e Bioguimica Experimental (LAFABE/DBM). Os
protocolos experimentais foram desenvolvidos ap6s a aprovacdo do Comité de Etica de Uso de
Animais — CEUA /UFPB, sob numero de protocolo 173/2015, em estrita obediéncia com as normas
e diretrizes bioéticas vigentes para ensaios envolvendo animais ndo-humanos (Anexo 1).

Os procedimentos adotados estdo de acordo com: a) Decreto n°. 24.645 de 10 de julho de
1934 que asseguram os direitos dos animais, estabelecendo medidas de prote¢do aos mesmos; b)
Lein°. 6.638 de 8 de maio de 1979, que normatiza as praticas didatico-cientificas da vivissecao
de animais (BRASIL, 1934; BRASIL, 1979) e c) Lei 11.794, de 08 de outubro de 2008 (Lei
Arouca), que dispde sobre procedimentos para o uso cientifico de animais. No presente estudo,
todos os animais foram eutanasiados com uma injecéo intraperitoneal de tiopental (150 mg/kg) +
lidocaina (10 mg/mL), como recomendado pelas Diretrizes da Prética de Eutanasia do CONCEA,
de 2013.

4.2 DROGAS E REAGENTES

Tabela 7 — Lista de drogas e reagentes utilizados nos experimentos

Drogas e reagentes Procedéncia
Acetonitrila SIGMA-ALDRICH®
Acido citrico Synth
Acido fosforico Synth
Acido octanosulfonico sodico SIGMA-ALDRICH®
Acido perclérico SIGMA-ALDRICH®




Acido tiobarbiturico

SIGMA-ALDRICH®

Acido tricloroacético Synth
Cloreto de potassio Synth
Diazepam Teuto®
Eucaliptol SIGMA-ALDRICH®
Hidroxido de sodio Synth
Lidocaina EMS®

N-1-naftiletilenodiamina

SIGMA-ALDRICH®

Padréo de dopamina

SIGMA-ALDRICH®

Padréao de noradrenalina

SIGMA-ALDRICH®

Padréo de serotonina

SIGMA-ALDRICH®

Pentilenotetrazol

SIGMA-ALDRICH®

Soro fisiol6gico 0,9%

Teuto®

Sulfanilamida

SIGMA-ALDRICH®

Tetrahidrofurano

SIGMA-ALDRICH®

Tiopental

Teuto®

Tween 80

SIGMA-ALDRICH®

Fonte: Pesquisa direta
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4.3 DETERMINACAO DA DLso ESTIMADA PARA O EUCALIPTOL

Este teste foi realizado segundo o protocolo 423 da OECD 2001. A metodologia baseou-se
em avaliacdes biométricas com doses fixas e adequadamente espacadas. O procedimento foi
realizado de forma escalonada com a utilizacdo de 3 animais de um sexo Unico por fase.
Dependendo da mortalidade e/ou do estado moribundo dos animais, podem ser necessarios, em
média, 2 - 4 passos para permitir a avaliacdo da toxicidade aguda da substancia em estudo (figura
6).
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Figura 6 — Estimativa da DLs, para o eucaliptol

Inicio do
Teste
03 animais 03 animais 03 animais 03 animais
5 me/ke < 50 me/ke <7 300 me/ke <7 2000 meg/ke
Obitos Obitos Obitos Obitos
Voo v vV v
2-3 0-1 — 2-3 0-1 — 2-3 0-1 — 2-3 0-1
V
Fim do Teste Fim do Teste Fim do Teste Fim do Teste

A droga apresenta toxicidade elevada e o estudo deve ser descontinuado
Fonte: Adaptado da OECD 2001

4.4 TESTES COMPORTAMENTAIS

Camundongos machos com peso médio de 30 g foram selecionados aleatoriamente,
pesados, divididos em cinco grupos compostos por seis animais e ambientados as condi¢des
laboratoriais por 24h. Decorrido este periodo de tempo, todos os grupos foram submetidos a um
jejum de 3 — 4 horas prévias ao inicio do teste. Apos o periodo de jejum, os animais foram tratados
por via oral com veiculo (Tween 80 a 0,5% em solucao salina) e eucaliptol (100, 200 e 400 mg/Kkg,
emulsificado em salina com Tween 80 a 0,5%) e, por via intraperitoneal, com diazepam (2 mg/kg,
diluido em salina). Decorridos 30 — 60 minutos apds a administracdo das drogas, cada animal
recebeu uma injecao intraperitoneal de pentilenotetrazol (80 mg/kg) para inducéo das convulsées

quimicas. Todos os testes foram realizados seguindo o protocolo experimental da figura 7.
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Figura 7 — Protocolo experimental
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Fonte: Pesquisa direta

Durante trinta minutos os animais foram analisados quanto aos seguintes parametros
comportamentais: intensidade das convulsGes, segundo a escala de RACINE (1972), modificada
por ltzhak e Martin (2000) na qual pontuagdes de 1 a 5 indicam qual a intensidade do
comportamento apresentado pelo animal, sendo o nivel 1 de menor intensidade e o nivel 5 de maior
intensidade; a laténcia (em segundos) para o aparecimento da primeira convulsao tdnico-clénica e
a laténcia de morte (também em segundos) (tabela 8). Ao final do teste, e decorridas 24 horas,
registrou-se 0 numero de animais que nao convulsionaram, o nUmero de animais que
convulsionaram e ndo morreram e 0 nUmero de animais que convulsionaram e morreram
(LOWSON et al., 1990).
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Tabela 8 — Escala de Racine modificada por Itzhak e Martin.

ESCALA
ESTAGIO DA CONVULSAO COMPORTAMENTO DO ANIMAL
1 Normal
2 Hiperatividade
3 Movimentos verticais repetidos e estereotipias
4 Clonia nas patas dianteiras
5 Ataque motor completo

Fonte: adaptada de RACINE (1972).

4.5 TESTES NEUROQUIMICOS

Camundongos machos com peso médio de 30 g foram selecionados aleatoriamente,
pesados, divididos em cinco grupos compostos por seis animais e ambientados as condi¢cbes
laboratoriais por 24h. Decorrido este periodo de tempo, todos os grupos foram submetidos a um
jejum de 3 — 4 horas prévias ao inicio do teste. Apds o periodo de jejum, os animais foram tratados
por via oral com veiculo (Tween 80 a 0,5% em solucdo salina) e eucaliptol 400 mg/kg, emulsificado
em salina com Tween 80 a 0,5%). Decorridos 60 minutos ap6s a administracdo das drogas, cada
animal, exceto aqueles do grupo controle, recebeu uma injecéao intraperitoneal de pentilenotetrazol
(80 mg/kg) para indugio das convulsdes quimicas. A medida que os 6bitos foram ocorrendo nos
grupos experimentais, 0s animais mortos foram imediatamente decapitados com uma tesoura
cirtrgica para remogao dos encéfalos. Os animais que eventualmente ndo vieram a 6bito foram
eutanasiados com uma injecdo intraperitoneal de tiopental (150 mg/kg) + lidocaina (10 mg/mL),
seguido por deslocamento cervical para facilitar a dissecacdo do encéfalo e retirada do hipocampo
(destinado a determinacgdo da concentragdo de TBARSs e nitrito) e do corpo estriado (destinado a
determinacdo da concentracdo de monoaminas). Todo o material foi armazenado a —80°C e
posteriormente encaminhado ao Laboratério de Biofisiologia e Farmacologia da Faculdade de

Medicina Estacio de Juazeiro do Norte — Estacio/FMJ para a realizagéo das analises neuroquimicas.



47

4.5.1 Determinacdo da concentracdo das substancias reativas do &cido tiobarbiturico

A peroxidagdo lipidica foi avaliada pela determinagdo da concentragdo das substancias
reativas do acido tiobarbitarico (TBARs), conforme o método de Draper e Hadley (1990). Para
tanto, foram preparados homogenatos de hipocampo a 10% p/v, utilizando tampéo de cloreto de
potéssio a 1,15% p/v. Posteriormente, 50 UL dos homogenatos foram misturados a 200 pL de uma
solucdo de &cido tiobarbitarico a 0,6% p/v em hidroxido de sédio 0,5 N e 200 pL de &cido
tricloroacético a 10% p/v. A mistura foi submetida a agitacéo e posterior incubagdo em banho-
maria (95 — 100°C) por 15 minutos. Decorrido este tempo, os tubos foram introduzidos em um
banho de gelo para cessar a reacdo. O material resfriado foi, entdo, centrifugado por 5 minutos a
4.000 rpm; 100 pL dos sobrenadantes foram transferidos para uma placa de Elisa onde se
determinou a absorbancia do produto da reacdo, em um comprimento de onda de 540 nm. Os
valores das absorbancias foram interpolados em uma curva-padrdo de malonildialdeido e os
resultados expressos em micromol (umol) de malonildialdeido (MDA) por grama de tecido. Para

a curva-padrao, preparou-se uma solucdo de malonildialdeido a 326,4 umol/L em KCI 1,15% p/v.

4.5.2 Determinacdo da concentracao de nitrito

A concentracdo de nitrito foi determinada conforme o método descrito por Green, 1981.
Para tanto, foram utilizados os sobrenadantes de homogenatos de hipocampo a 10% p/v em tampao
de cloreto de potassio a 1,15% p/v, previamente centrifugados por 15 minutos a 4° C e 15.000 rpm.
Para a técnica foi utilizado o reagente de Griess (N-1-naftiletilenodiamina a 0,1%, agua bidestilada,
sulfanilamida a 1% e &cido fosforico a 5%, na proporc¢édo de 1:1:1:1). Este reativo revela a presenca
de nitrito em amostras biolégicas por meio de uma reagdo de diazotizacdo que forma um croméforo
de cor rosea, com um pico de absorbancia em 560 nm). A 100 uL do reagente de Griess foram
adicionados 100 pL do sobrenadante homogenato. Da mistura resultante foram transferidos 100
pL para uma placa de Elisa onde foi determinada a absorbancia do produto da reagdo, em um
comprimento de onda de 540 nm. Os valores das absorbancias foram interpolados em uma curva-
padrédo de nitrito de sodio e os resultados expressos em micromolar (UM). Para a curva-padréo,

preparou-se uma solugéo de nitrito 10 mM.
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4.5.3 Determinacao da concentracdo de monoaminas

Para a determinacdo da concentracdo de monoaminas foi utilizado o método de
cromatografia liquida de alta eficiéncia — CLAE com deteccéo eletroquimica. Inicialmente foram
preparados homogenatos de corpo estriado a 10% p/v em &cido perclérico (HCIO4). Os
homogenatos foram posteriormente centrifugados por 15 minutos a 4° C e 15.000 rpm. Uma
aliquota de 20 uL do sobrenadante foi filtrado através de uma membrana (millipore- 0,2 um) e
posteriormente injetada no equipamento de CLAE para analise quimica, como descrita a seguir:
para a andlise das monoaminas, foi utilizada uma coluna CLC-ODS(M) com comprimento de 25
cm, calibre 4,6 mm e didmetro de particula de 3um. A fase mdvel foi composta por tampéo de
acido citrico 0,163 M pH 3.0, contendo &cido octanosulfonico sédico 0,69 M (SOS) como reagente
formador do par i6nico; acetonitrila 4% v/v e tetrahidrofurano 1,7% v/v. Os padrdes utilizados
foram preparados em uma concentracdo final de 4ng de NA, DA e 5-HT. A partir da altura ou area
dos picos destes padrdes, as amostras foram calculadas em uma planilha no programa Microsoft
Excel e os resultados foram expressos em ng/g de tecido.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados que obedeceram a uma distribuicdo paramétrica foram representados pela
Média + Erro Padrdo da Média (EPM) e analisados por Anélise de Variancia (ANOVA), seguido
pelo teste de Student-Newman-Keuls (post hoc). Os resultados ndo-paramétricos, quantificados
por meio de escores foram representados por Mediana (percentil 25 — percentil 75), analisados por
Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunns (post hoc). Em ambos os casos foi considerado o nivel

critico para rejeicdo da hipotese de nulidade os valores menores que 0,05 (p<0,05).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 DETERMINAGAO DA DLso ESTIMADA PARA O EUCALIPTOL

A determinagéo da dose letal para 50% (DLso) permite a avaliagéo da toxicidade de uma
substancia, sendo realizada com o objetivo de predizer os efeitos nocivos que a mesma podera
desencadear quando da exposic¢do por diferentes vias. Dessa forma, utilizam-se modelos animais
para a realizacdo dos testes, sendo camundongos e ratos 0s mais utilizados. O teste realizado no
presente estudo seguiu o protocolo 423 da OECD 2001, o qual preconiza que seja administrada
uma dose padrdo a um determinado nimero de animais e, dependendo do comportamento
apresentado por eles e da quantidade de 6bitos (quando maior que 50% da populacéo), o teste
devera ser repetido com uma dose menor da substancia até que o nimero de 6bitos observados seja
igual ou inferior a um animal (CAZARIN et al., 2004).

Ap6s a administracdo do Eucaliptol (2000 mg/kg, v.0.), foi observada uma discreta
reducdo da atividade central, caracterizada por: reducdo da atividade locomotora e perda do reflexo
de fuga. Esta manifestacdo teve inicio apds 60 min da administracdo do monoterpeno. Durante a
realizacdo do teste e ao longo dos 14 dias de observacdo ndo foram registrados 6bitos nos animais
tratados. Dessa forma, segundo o protocolo utilizado, o eucaliptol possui baixa toxicidade oral e
sua DLsg estimada é superior a 2000 mg/kg. Além disso, a estimativa da DLso do eucaliptol norteou
a escolha das doses utilizadas nos testes comportamentais e neuroquimicos. Para tanto, foram
utilizadas doses correspondentes a 5, 10 e 20 % da dose letal estimada.

Os resultados obtidos sdo reforgados, em parte, por XU et al. (2014) ao mostrarem que a
DLso oral do eucaliptol em camundongos foi de 3849 mg/kg. De acordo com os autores, nesta dose
0s animais apresentaram hipoatividade e alteracdo da frequéncia respiratéria. Por outro lado,
CALDAS et al. (2016) mostraram que a administracdo oral de eucaliptol na dose de 2000 mg/kg
possui alta toxicidade em camundongos, causando sedacgdo, alteragdo da frequéncia respiratoria,
tremores e diarreia que se intensificam com o tempo, culminando na morte dos animais antes do
periodo de 24h. Neste estudo, a DLso do monoterpeno estaria em um intervalo de doses entre 1500
e 1750 mg/kg.
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5.2 TESTES COMPORTAMENTAIS

O modelo animal de convulsdo induzido por PTZ € um dos mais utilizados no screening
farmacoldgico de substancias com potencial anticonvulsivante. Este modelo teve seu ponto alto
na década de 1960 quando as drogas anticonvulsivantes de primeira geracdo foram desenvolvidas
e testadas. Este modelo tem sido desenvolvido em ratos, camundongos, gatos, caes e primatas, mas
as duas primeiras espécies sdo as mais utilizadas. A dose administrada do PTZ esté diretamente
relacionada ao tipo e a gravidade da crise convulsiva que o animal ir& desenvolver. Dessa forma,
doses baixas (20-30 mg/Kg) induzem crises convulsivas semelhantes a crise de auséncia, a
administracdo de 40-60 mg/Kg induzem crises cl6nicas e doses maiores sdo responsaveis por
induzir crises ténico-clénicas (CARLINI e MENDES, 2011).

O efeito anticonvulsivante do Eucaliptol em camundongos submetidos as convulsfes
induzidas por PTZ foi analisado através de trés parametros comportamentais, a saber: intensidade
das convulsdes segundo a escala de Racine modificada por Itzhak e Martin (2000), tempo de
laténcia para a primeira convulsdo (em segundos), tempo de morte (em segundos) e percentual de
animais vivos apos 24h.

No primeiro parametro analisado (figura 8), os animais do grupo controle apresentaram
ataque motor completo 5 (5 - 5). O pré-tratamento com diazepam impediu a geracdo da crise
convulsiva e os animais apresentam comportamento normal 1 (1 — 1), com reducéo significativa
da intensidade da convulsdo, quando comparado ao grupo controle. Diferentemente, o pré-
tratamento com eucaliptol nas doses de 100 e 200 mg/Kg ndo protegeu os animais do efeito pro-
convulsivante do PTZ, os quais apresentaram clonia nas patas dianteiras 4,5 (4 — 5) e o resultado
ndo apresentou diferenca estatisticamente significante em relacdo ao grupo controle. Por outro lado,
o0 pré-tratamento com eucaliptol na dose de 400 mg/Kg reduziu significativamente intensidade das
convulsdes nos animais, 0s quais apresentaram hiperatividade 2 (1 — 3), de acordo com a escala

utilizada.
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Figura 8 — Intensidade das convulsfes em animais tratados com eucaliptol e submetidos
ao teste das convuls@es induzidas por PTZ
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As colunas representam a mediana (percentil 25 — percentil 75), analisado por Kruskal-Wallis seguido pelo teste de
Dunn (post hoc); Valores significativos: “a”, “b”, “c”, “d” vs CONT, E100, E200 e E400 respectivamente, quando
P < 0,05 para n=6. CONT = controle, E100 = Eucaliptol 100 mg/kg, E200 = Eucaliptol 200 mg/kg, E400 = Eucaliptol
400 mg/kg, DZP2 = Diazepam 2mg/kg.

Os resultados acima descritos sdo corroborados por KOUTROUMANIDOU et al. (2013)
que estudaram o efeito 6leo essencial de Rosmarinos officinalis, constituido majoritariamente de
eucaliptol (44,9%), em animais submetidos a convulsao induzida por PTZ. Os autores mostraram
que o 6leo essencial diminuiu a intensidade das convulsdes, ora generalizadas, para ataques
caracterizados por movimentos verticais repetitivos e estereotipados (estagio 3 na escala de
Racine). E importante ressaltar que, devido & escassez de dados referentes ao efeito isolado do
eucaliptol em testes comportamentais de convulsdo, os trabalhos que estudam os 6leos essenciais
e que possuem esse composto como componente majoritario foram utilizados como referéncia. Isto
reflete a necessidade da realizacdo de mais estudos com componentes majoritarios dos 0Oleos
essenciais com a finalidade de relacionar a presenca de tais compostos aos efeitos farmacologicos
desenvolvidos pelos 6leos volateis.

No segundo parametro analisado (figura 9) o grupo controle apresentou a primeira

convulsdo em um tempo médio de 68,8 + 11,9 segundos. O pré-tratamento com diazepam impediu



52

a geracdo da crise convulsiva e os animais ndo apresentam convulsdo durante a realizacéo do teste,
0 qual durou 1800 + 0,0 segundos (30 minutos). Diferentemente, o pré-tratamento com eucaliptol
nas doses de 100 e 200 mg/kg ndo protegeu os animais do efeito pro-convulsivante do PTZ, os
quais apresentaram a primeira convulsdo aos 59,5 + 10,0 segundos e 101,7 £ 27,1 segundos,
respectivamente. Tal resultado ndo apresentou diferenca estatisticamente significante em relacéo
ao grupo controle. Por outro lado, os animais tratados com eucaliptol na dose de 400 mg/kg
apresentaram a primeira convulsdo aos 450,2 + 121,4 segundos, tempo superior e estatisticamente
significativo em relacdo ao controle.

Figura 9 — Laténcia para o aparecimento da primeira convulsdo em animais tratados com eucaliptol e
submetidos ao teste das convulsdes induzidas por PTZ
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As colunas representam a média + o erro padrdo da média, analisado através da ANOV A seguido pelo teste de Student-
Newman-Keuls (post hoc); Valores significativos: “a”, “b”, “c”, “d” vs CONT, E100, E200 e E400 respectivamente,
quando p < 0,05 para n=6. CONT = controle, E100 = Eucaliptol 100 mg/Kg, E200 = Eucaliptol 200 mg/Kg, E400 =
Eucaliptol 400 mg/Kg, DZP2 = Diazepam 2mg/Kg.

Esses achados estdo em concordancia com MASOUMI-ARDAKANI et al. (2016) que
estudaram o 6leo essenciai de Elettaria cardamomum, cujo componente majoritario é o eucaliptol
(45,6%). Nesse estudo os autores observaram que o 6leo essencial testado aumentou a laténcia para
a primeira convulsdo em animais submetidos ao modelo de convuls6es quimicas induzidas por
PTZ. Além disso, de acordo com MONFORTE et al. (2010), o 6leo essencial de Calamintha
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officinalis, cujo componente majoritrio é o eucaliptol (6,4%), também apresentou efeito
anticonvulsivante caracterizado por aumento do tempo de laténcia para primeira convulséo,
reducdo no nimero de animais que exibiram convulsdo e da mortalidade, nas doses de 50 e 100
mg/Kkg.

No terceiro parametro analisado (figura 10), os animais do grupo controle vieram a obito
em um tempo médio de 456,5 + 79,3 segundos. O pré-tratamento com diazepam impediu a geracao
da crise convulsiva e, consequentemente, 0s animais ndo vieram a 6Obito durante a realiza¢éo do
teste, o qual durou 1800 £ 0,0 segundos (30 minutos). Diferentemente, os animais pré-tratados com
eucaliptol nas doses de 100 e 200 mg/Kg vieram a Obito em um tempo médio de 1082 + 282,4
segundos, 1260 + 205,8 segundos, respectivamente. Os animais tratados com a dose maior do
monoterpeno, de maneira semelhante ao diazepam, ndo vieram a @bito durante o tempo de
realizacdo do teste (1800 £ 0,0 segundos).

Figura 10 — Tempo de morte em animais tratados com eucaliptol e submetidos ao
teste das convulsdes induzidas por PTZ
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As colunas representam a média + o erro padrdo da média, analisado através da ANOV A seguido pelo teste de Student-
Newman-Keuls (post hoc); Valores significativos: “a”, “b”, “c”, “d” vs CONT, E100, E200 e E400 respectivamente,
quando p < 0,05 para n=6. CONT = controle, E100 = Eucaliptol 100 mg/Kg, E200 = Eucaliptol 200 mg/Kg, E400 =
Eucaliptol 400 mg/Kg, DZP2 = Diazepam 2mg/Kg.



54

E importante ressaltar que os resultados descritos anteriormente apresentam diferenca
estatistica em relagcdo ao controle e entre si (relacdo dose-efeito). Com base nos resultados
anteriormente descritos, é notoria a atividade anticonvulsivante do eucaliptol, o qual apresentou
maior efetividade na dose de 400 mg/kg. Sabe-se que o PTZ desempenha atividade pro-
convulsivante pelo bloqueio ndo competitivo dos receptores GABAA por interacdo alostérica com
0 mesmo, no sitio de ligagdo da picrotoxina. Os receptores GABAA sdo canais ibnicos que
permitem a passagem de CI” pela membrana celular. Quando bloqueados, o influxo de CI" é
diminuido, causando assim despolarizacdo exacerbada levando, consequentemente a convulsao
aguda (LOSCHER, 2011).

Dessa forma pode-se inferir que, a atividade anticonvulsivante do eucaliptol esteja
relacionada, possivelmente, a sua interacao nos canais de cloreto do receptor GABAAa. No entanto
mais experimentos seriam necessarios para a confirmacao de tal hip6tese. O uso do flumazenil, um

antagonista benzodiazepinico, seria uma estratégia util para tal finalidade.

5.3 TESTES NEUROQUIMICOS

Os testes neuroquimicos foram realizados com o intuito de avaliar o impacto do
tratamento com eucaliptol sobre eventuais alteracbes da concentracdo de monoaminas e de
marcadores de estresse oxidativo induzidas durante a crise convulsiva provocada por
pentilenotetrazol. J& foi mencionado em paragrafos anteriores que o PTZ é capaz de induzir dano
neuronal devido a hiperexcitabilidade decorrente de sua acdo sobre os receptores GABAA; como
consequéncia, uma variedade de respostas neuroquimicas sdo desencadeadas, dentre as quais
destaca-se 0 estresse oxidativo.

De acordo com OBAY et al. (2008), durante o processo pode ocorrer: liberacdo de radicais
livres que podem induzir convulsdo pela direta inativacdo das enzimas glutamina sintetase
(responsavel pela transformacao do glutamato em em glutamina) e glutamato descarboxilase (atua
degradando o glutamato), promovendo assim um aumento anormal de neurotransmissor excitatorio
(glutamato); deplecdo da glutationa reduzida (GSH), um tripeptidio presente em todas as células
de mamiferos, que desempenha um papel fundamental na citoprotecdo como cofator de algumas
enzimas antioxidantes, sendo esta funcdo de grande importancia para a defesa conta o estresse

oxidativo e inducdo do metabolismo de fosfolipideos de membrana e liberacdo de radicais livres,
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0s quais resultam em peroxidacao lipidica e liberacdo de marcadores do estresse oxidativo como o
malondialdeido (MDA), sendo os radicais livres, tanto causadores como também uma resposta do
processo convulsivo.

Os radicais livres acima citados sdo moléculas altamente reativas, formadas por elétrons
desemparelhados em sua Gltima camada de valéncia. Como exemplo dessas moléculas tem-se as
espécies reativas de oxigénio (EROs) como oxigénio molecular (O2), os radicais superoxido (O2),
hidroxila (OH), peréxido (ROO"), e o peroxido de hidrogénio (H20.), além das espécies reativas
de nitrogénio como 6xido nitrico (NO), peroxinitrito (ONOO"), bem como espécies reativas de
cloro, como o &cido hipocloridrico (HOCI). O estresse oxidativo € decorrente de um desequilibrio
entre a producdo em excesso dos radicais livres e os sistemas de defesa antioxidantes (BERK et
al., 2011).

Durante a peroxidagdo lipidica ocorre a formagdo de metabdlitos secundarios toxicos
incluindo alcanos, aldeidos e isoprostanos, através da reacdo entre acidos graxos, esteroides e
fosfolipideos de membrana com as espécies reativas de oxigénio. A metodologia de determinacao
desses metabdlitos tem como principio o fato de que muitos produtos da peroxidacéo lipidica séo
reativos ao acido tiobarbitarico (TBA). Assim, quando se adiciona o TBA a alguma amostra
bioldgica, pode-se detectar esses compostos conhecidos coletivamente como substancias reativas
ao acido tiobarbitdrico (TBARs, do inglés thiobarbituric acid-reactive substances) (COSTA,
2014).

Sdo diversas as substancias que sao formadas durante a peroxidacdo lipidica, no entanto a
principal e mais utilizada € o malonildialdeido (MDA), o qual € um dos produtos finais do processo
de oxidacdo dos &cidos graxos polinsaturados da membrana plasmatica. Nesta reacdo cada
molécula de MDA se liga a duas moléculas de TBA, formando um complexo pode ser detectado e
quantificado por espectrofotometria. A presenca dessas substancias indica a ocorréncia de
peroxidacao lipidica servindo assim como importantes marcadores do estresse oxidativo (OBAY
et al., 2008; CIFTCI, O. et al., 2011).

5.3.1 Determinagdo da concentracao das substancias reativas ao acido tiobarbiturico

De acordo com a figura 11, a ocorréncia do fenémeno da peroxidacéo lipidica associado

a convulsédo induzida por PTZ ndo mostrou-se muito evidente visto que a concentracdo de TBARS
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dos grupos controle (338 £ 23,5) e PTZ (378 £ 16,1) ndo apresentaram diferenca do ponto de vista
estatistico. Entretanto, o grupo tratado com eucaliptol na dose de 400 mg/kg, v.0. apresentou uma
reducdo significativa na concentragdo do pardmetro em questdo (253 + 20,4). Diante deste
resultado nédo é possivel inferir se o efeito observado com o eucaliptol estd associado ou ndo a acao
anticonvulsivante previamente discutida, visto que a o fendmeno da peroxidacéo lipidica ndo ficou

evidente neste teste.

Figura 11 — Determinacdo da concentracao das substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARs) em hipocampo

de animais tratados com eucaliptol e submetidos ao teste das convulsdes induzidas por PTZ
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As colunas representam a média + o erro padrdo da média, analisado através da ANOV A seguido pelo teste de Student-
Newman-Keuls (post hoc); Valores significativos: “a”, “b”, vs CONT, PTZ 80 e E400, respectivamente, quando p <
0,05 para n=6. CONT= controle, PTZ 80 = Pentilenotetrazol 80 mg/kg, E400 = Eucaliptol 400 mg/kg.

Apesar de o resultado anterior ser inconclusivo quanto a relacdo entre os efeitos
anticonvulsivante e antioxidante do eucaliptol no modelo do PTZ, o monoterpeno diminuiu a
formacgdo das substancias reativas ao acido tiobarbitirico durante o processo da peroxidacéo
lipidica, sugerindo que o mesmo é dotado de atividade antioxidante e este achado estd em
concordancia com dados da literatura. O efeito antioxidante do eucaliptol também foi observado
por CIFTCI, OSMAN et al. (2011) em figado de ratos submetidos ao estresse oxidativo induzido

pelo poluente ambiental 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCD), ao longo de 60 dias. O efeito



57

antioxidante in vitro do eucaliptol também foi observado por CANDAN et al. (2003) ao estudarem
0 comportamento do dleo essencial de Achillea millefolium frente a diversos radicais como DPPH,
superoxido, hidroxil, além das substancias reativas ao cido tiobarbitarico. Neste estudo, o 6leo

essencial rico em eucaliptol foi capaz de sequestrar todos 0os compostos anteriormente citados.

5.3.2 Determinacéo da concentracao de nitrito

O o6xido nitrico (NO) é uma molécula que também esta ligada ao mecanismo de inducéao
do estresse oxidativo. O NO é um composto altamente reativo devido a caracteristica eletronica de
sua estrutura, a qual apresenta 11 elétrons de valéncia, sendo seis advindos do oxigénio e cinco do
nitrogénio, e ainda um elétron ndo pareado na Gltima camada de valéncia. Todas essas
caracteristicas quimicas conferem-no grande atividade pré-oxidante, estando ele e seus derivados
nitrito (NO2), nitrato (NOz") e peroxinitrito (ONOO") presentes nos processos de estresse oxidativo.
Por ser uma molécula muito instavel, o NO é dificil de ser detectado, sendo entdo sua determinagdo
em amostras bioldgicas realizadas indiretamente pelos seus derivados (GUIX et al., 2005).

A importancia da determinacdo do NO pelos seus metabdlitos esta relacionada ao seu
grande potencial de oxida¢do, contribuindo com o processo de convulsdo. KANEKO et al. (2002)
afirmam que h& aumento nos niveis de NO durante e apds a convulsdo ténica e clonica induzida
por PTZ, e esse aumento é proporcional a intensidade das manifestacfes. Este achado, no entanto,
nédo foi observado no protocolo realizado no presente trabalho. De acordo com a figura 12 néo
foram observadas alteracdes significativas na concentracdo de nitrito entre os grupos tratados com
PTZ na dose de 80 mg/kg (11,7 + 2,4), eucaliptol na dose de 400 mg/kg (9,05 + 0,84) e o grupo
controle (10,4 £ 1,2).
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Figura 12 — Determinacéo da concentracéo de nitrito em hipocampo de animais tratados com eucaliptol e

submetidos ao teste das convulsdes induzidas por PTZ
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As colunas representam a média + o erro padrdo da média, analisado através da ANOV A seguido pelo teste de Student-
Newman-Keuls (post hoc) quando p<0.05 para n=6. CONT = controle, PTZ 80 = Pentilenotetrazol 80 mg/kg, E400 =
Eucaliptol 400 mg/kg.

Estudos sugerem a participacdo do NO como agente pro-convulsivante em modelos
experimentais utilizando lindano (hexaclorociclohexano-y ou HCH), organoclorado muito usado
como inseticida, pesticida e escabicida. Este composto desenvolve sua a¢do pré-convulsivante ao
ligar-se ao receptor GABAAa, na mesma subunidade de ligacdo da picrotoxina, impedindo o influxo
de cloreto levando ao aumento da atividade neuronal (VUCEVIC et al., 2008). A administracio de
L-arginina, um precursor do NO, promove aumento das convulsdes e diminuicdo no tempo de
laténcia para primeira convulsdo, quando doses subconvulsivantes de lindano sdo administradas
(HRNCIC et al., 2011). Por outro lado, o N-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME), um inibidor
néo seletivo da NOS, diminui a incidéncia e prolonga o tempo de laténcia para a primeira convulsao
em animais tratados com HCH (HRNCIC et al., 2012). O mecanismo através do qual o NO atuaria
nas convulsdes induzidas por lindano parece envolver a ativagdo da guanilil ciclase (GC)
aumentando, por conseguinte, os niveis de cGMP; este por sua vez ativa a proteina cinase G (PKG),

responsavel por fosforilar o receptor GABAa, inativando-o (ROBELLO et al., 1996). Assim, pode-
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se inferir que a resposta pro-convulsivante do NO no modelo de convulsdes induzidas por lindano
deve-se ao sinergismo da inativagao do receptor GABAA, promovida tanto pelo NO quanto pelo
lindano (ROBELLO etal., 1996). Além disso 0 NO é responsavel por elevar os niveis intracelulares
de Ca?*, da mesma forma que o lindano (HORN et al., 2002). Esse sinergismo induz a liberagdo
de neurotransmissores excitatérios como o glutamato, o qual é também ¢é responsavel por induzir
convulsdes (MARCOLI et al., 2006).

5.3.3 Determinacéo da concentracdo de monoaminas

As monoaminas estdo intimamente envolvidas no processo de convulsdes; quando em
niveis basais, estudos mostram que ha um aumento da susceptibilidade de convulsdo. Entretanto,
quando em niveis elevados, as monoaminas estdo associadas a convuls@es intermitentes com
descargas iniciadas no locus coeruleus (LC) (SHOUSE et al., 2001). De acordo com a figura 13, a
administracdo de PTZ promoveu um aumento significativo na concentragéo de NA (5,9 £ 0,5), DA
(3,9 £0,3) e 5-HT (1,0 £ 0,3) em relacdo ao grupo controle (NA 3,1 +0,4; DA 1,4 £0,3 e 5-HT
0,3 £ 0,0 respectivamente). Por sua vez, o pré-tratamento com eucaliptol na dose de 400 mg/Kg,
v.0. reduziu significativamente a concentracdo de NA (2,9 £ 0,3), DA (2,6 £ 0,2) e 5-HT (0,3 £
0,08) em relacao ao grupo tratado com PTZ.

E sabido que o aumento da concentracdo de noradrenalina esta envolvido na geragéo,
intensificacdo e aumento da duracdo das convulsdes no corpo estriado de camundongos como
mostrado por KUNIEDA et al. (2002). No presente trabalho, a administracdo de eucaliptol reduziu
dos niveis de NA apds o tratamento com PTZ, revelando uma possivel atividade neuroprotetora do
monoterpeno. O receptor noradrenérgico alp esta relacionado aos mecanismos responsaveis pela
geracio, intensificacdo e aumento da duraco das convulsdes. E sabido que a expressdo exacerbada
desse receptor em camundongos é responsavel pela neurodegeneracdo apoptotica na regido
hipocampal (ZUSCIK et al., 2000) e pela inducdo de convulsdes esponténeas (ZUSCIK et al.,
2000; KUNIEDA et al., 2002). Por outro lado, a ndo expressdo dos receptores alp, tem agédo
protetora e anticonvulsivante mesmo na presenca de ferramentas farmacologicas (cainato e
pilocarpina) (BATTAGLIA et al., 2003), alem de suprimir a perda celular e a neurodegeneracao
hipocampal (BATTAGLIA et al., 2003; PIZZANELLI et al., 2009).
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Figura 13 — Determinacéo da concentracdo de monoaminas (NA, DA e 5-HT) em corpo estriado de animais tratados

com eucaliptol e submetidos ao teste das convuls@es induzidas por PTZ
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As colunas representam a média = o erro padrdo da média, analisado através da ANOV A seguido pelo teste de Student-
Newman-Keuls (post hoc) e teste t (* e **) para n=6. Valores significativos: “a”, “b”, “d”, “e”, “f”, “g”, “h”, “i”
vs CONT (NA, DA, 5-HT), PTZ80 (NA, DA, 5-HT), E400 + PTZ80 (NA, DA, 5-HT) respectivamente, quando p <
0,05. CONT-NA = controle noradrenalia, CONT-DA = controle dopamina, CONT-5-HT = controle serotonina, PTZ
80-NA = Pentilenotetrazol 80 mg/kg noradrenalina, PTZ 80-DA = Pentilenotetrazol 80 mg/kg dopamina, PTZ 80-5-
HT = Pentilenotetrazol 80 mg/kg serotonina, E400 + PTZ80 — NA = Eucaliptol 400 mg/kg + Pentilenotetrazol 80
mg/kg noradrenalina, E400 + PTZ80-DA = Eucaliptol 400 mg/kg + Pentilenotetrazol 80 mg/kg dopamina, E400 +
PTZ80-NA = Eucaliptol 400 mg/kg serotonina+ Pentilenotetrazol 80 mg/kg dopamina.

De forma semelhante, a administracdo de eucaliptol reduziu dos niveis de DA ap0s o
tratamento com PTZ. OZSOY et al. (2014) afirmam que 0 neurotransmissor citado tem sua
concentracdo elevada em animais tratados com pentilenotetrazol. Além disso, foi observado por
SZYNDLER et al. (2002) um aumento nos niveis dopaminérgicos em animais submetidos ao
abrasamento induzido baixas doses de PTZ em diferentes estruturas cerebrais incluindo ndcleo
acumbens. Dessa forma a acgdo do eucaliptol em diminuir os niveis de DA confirma seu papel
neuroprotetor e anticonvulsivante, visto que o aumento de DA esta envolvido com a atividade
convulsiva, fato também observado por BARONE et al. (1991). A neurotransmissao

dopaminérgica também esta envolvida no processo de propagacdo e manutencdo da convulséo no
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modelo de convulsdes quimicas induzidas por pilocarpina. Os receptores Di e D2 possuem
respostas opostas, pro-convulsivante e anticonvulsivante respectivamente. Quando ha diminuigo
na concentracdo da dopamina o limiar da convulsdo aumenta, induzindo assim uma maior
resisténcia a convulsdo. Em contrapartida, grandes concentracdes de dopamina no cérebro
promovem convulsdo em variadas espécies animais (BARONE et al., 1991).

Dessa forma, estimulos dos receptores dopaminérgicos D1 potencializam as convulsdes
induzidas pela pilocarpina, enquanto que o bloqueio desses receptores promove diminui¢do da a¢éo
convulsiva. Ja os receptores D> funcionam de modo inverso aos mesmos estimulos. Esse fato e
observado com antagonistas dos receptores dopaminérgicos D2 que reduzem o tempo de laténcia
para a primeira convulsdo (LPC), laténcia de desenvolvimento para o estado epiléptico (LEP) e
aumentam o numero de animais que convulsionam. De modo contrario os antagonistas dos
receptores D1 aumentam a LPC e diminuem a quantidade de animas que convulsionam (BARONE
etal., 1991).

A transmissdo serotoninérgica estd associada também a manutencdo das convulsdes
induzidas por pilocarpina. E sabido que o blogueio dos receptores serotoninérgicos 5-HTia
propicia o surgimento de convulsdo mediada pela pilocarpina, visto que estes receptores estdo
blogueados reduzem a manutencdo e propagacao das convulsdes e do estado epiléptico (YAN et
al., 1994). E sabido que ha consideravel aumento na concentragio de 5-HT no hipocampo, na
inducdo da convulsdo pela pilocarpina. Ndo obstante, a relacdo da 5-HT com as convulsdes €
reforcada pelo fato de a fluoxetina, inibidor da receptacdo de 5-HT, potencializar convulsdes
induzidas pela pilocarpina.

Observa-se também que os efeitos epileptogénicos desse medicamento quando
administrado em altas doses tanto em modelos animais quanto em humanos (FERRERO et al.,
2005). Por fim, foi observado que a administracdo de eucaliptol também reduziu dos niveis de 5-
HT apos o tratamento com PTZ. SZYNDLER et al. (2002) mostram o envolvimento direto da
inervacdo serotoninérgica do hipocampo e cortex pré-frontal, e o efeito da mudanga no
comportamento emocional do animal submetido ao abrasamento quimico induzido por PTZ. Este
achado reforca a hipdtese de que o eucaliptol apresente efeito anticonvulsivante e neuroprotetor,
em parte, pela redugdo da concentragdo de monoaminas, neurotransmissores relacionados ao inicio,

propagacao e manutencao da crise convulsiva.
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6 CONCLUSOES

A administracdo oral de eucaliptol, na dose de 2000 mg/Kg, promoveu um efeito depressor

central nos animais tratados, caracterizado por sedacéo e perda do reflexo de fuga;

A administracédo oral de eucaliptol apresentou baixa toxicidade e sua DLso estimada foi
superior a 2000 mg/Kg, v.0;

No teste das convulsdes induzidas por PTZ, administracdo oral de eucaliptol na dose de 400
mg/Kg reduziu de forma significativa a intensidade das convulsfes, aumentou a laténcia para

aparecimento da primeira convulséo e o tempo de morte dos animais tratados com PTZ;

A administragdo de PTZ promoveu um aumento significativo da concentragéo estriatal dos
neurotransmissores monoaminérgicos, a qual foi reduzida pelo pré-tratamento com eucaliptol (400

mg/Kg, v.0.);

A administracdo de PTZ ndo alterou a concentracdo hipocampal das substancias reativas do
acido tiobarbitdrico e de nitrito. No entanto, o pré-tratamento com eucaliptol (400 mg/Kg, v.o.) foi
capaz de reduzir a concentracdo de TBARS, sugerindo que o mesmo é dotado de atividade

antioxidante, que pode estar relacionada ou ndo ao seu potencial anticonvulsivante;

O eucaliptol reduziu a excitabilidade neuronal e consequentemente atenuou as convulsées
induzidas quimicamente por PTZ. Este efeito teve como reflexo a redugéo da concentragdo estriatal
de monoaminas, cujo aumento esta associado a alteragdes no eletroencefalograma e em modelos
animais de convulséo. Sabe-se que o0 aumento da excitabilidade neuronal também esta envolvido
na formac&o de radicais livres e no processo da peroxidacéo lipidica. A reducdo da concentragdo
hipocampal das substancias reativas do acido tiobarbitarico sugere que o eucaliptol também
interferiu na geracgao de radicais livres e, consequentemente, no dano oxidativo, mostrando ser uma
molécula anticonvulsivante promissora, o que demanda mais estudos que melhor esclaregam como

este monoterpeno desenvolve seu mecanismo de agdo em modelos animais de convulséo.
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