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‘Aquele que tem um porqué para viver,

pode suportar quase qualquer como.”

- Friedrich Nietzsche
(1844-1900)
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PIRES, H. F. O. O monoterpeno hidroxicitronelal como potencial agente
antiepiléptico e neuroprotetor: um estudo in silico e in vivo. Dissertagédo —
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RESUMO

A epilepsia € uma doenca cerebral crénica que afeta cerca de 70 milhdes de pessoas
globalmente, sendo caracterizada por crises epilépticas recorrentes e espontaneas. O
tratamento atual foca na reducao da frequéncia e da intensidade das crises, mas nao
promove a cura. Ademais, devido a toxicidade e a alta taxa de refratariedade aos
medicamentos disponiveis, ha uma necessidade urgente de novas drogas eficazes e
com melhores perfis de seguranga. Na literatura, os monoterpenos ja possuem
evidéncias preliminares de acao antiepiléptica. Assim, o objetivo deste trabalho é
avaliar os efeitos antiepiléptico e neuroprotetor do hidroxicitronelal por meio de
metodologias in silico e in vivo. Para isso, foram realizados estudos de docking
molecular a fim de se verificar a sua possivel interagdo quimica com importantes alvos
envolvidos com a epilepsia. Além disso, a toxicidade oral aguda do composto e a sua
DLso foram avaliadas por meio do protocolo n.° 423 da OECD com camundongos
Swiss albinos machos (25-30 g). Na sequéncia, para avaliarmos os possiveis efeitos
antiepiléptico e neuroprotetor do composto, os roedores foram submetidos ao modelo
agudo de crises epilépticas induzidas por pentilenotetrazol e ao modelo de
abrasamento quimico (kindling). Como resultados, o estudo in silico mostrou que o
hidroxicitronelal pode interagir com importantes alvos farmacoldgicos da epilepsia,
como o receptor GABAA, os canais NMDA, Nav 1.6, Cav 1,2 e a proteina SV2A. Com
o estudo in vivo, foi possivel observar que o composto possui baixa toxicidade quando
administrado de forma aguda e por via oral e que possui efeito antiepiléptico e
neuroprotetor nas doses de 200, 100, 50, 25 e 12,5 mg/kg, tendo sido a dose de 100
mg/kg escolhida como a melhor dose dentro das condigdes experimentais avaliadas
e a dose de 6,25 mg/kg como o ponto de perda do efeito antiepiléptico. Além disso, foi
capaz de aumentar os niveis de glutationa reduzida nos hipocampos dos animais. No
kindling, o composto foi capaz de retardar a epileptogénese, aumentando as laténcias
para a primeira crise e para a morte. No exame histologico, foi possivel verificar a
protecdo dos neurbnios e a reducdo de nodulos gliais, em relacdo ao controle.
Portanto, com base neste trabalho, o hidroxicitronelal surge como um importante
candidato a farmaco antiepiléptico, porém, estudos mais aprofundados sao
necessarios para elucidar o seu possivel mecanismo de agéo farmacologico.

Palavras-chave: Citronelal. Convulsdo. Epilepsia. Hidroxicitronelal. Monoterpeno.
Neuroprotetor.



PIRES, H. F. O. Monoterpene Hydroxycitronellal as a Potential Antiepileptic and
Neuroprotective Agent: An In Silico and In Vivo Study. Dissertacdo -
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ABSTRACT

Epilepsy is a chronic brain disorder that affects approximately 70 million people
worldwide and is characterized by recurrent and spontaneous epileptic seizures.
Current treatment focuses on reducing the frequency and intensity of seizures but does
not provide a cure. Furthermore, due to the toxicity and high rate of refractoriness to
the available medications, there is an urgent need for new drugs that are both effective
and possess better safety profiles. In the literature, monoterpenes already show
preliminary evidence of antiepileptic activity. Thus, the aim of this work is to evaluate
the antiepileptic and neuroprotective effects of hydroxycitronellal through in silico and
in vivo methodologies. To this end, molecular docking studies were conducted to
assess its potential chemical interaction with key targets involved in epilepsy.
Additionally, the compound’s acute oral toxicity and its LD50 were evaluated using
OECD protocol no. 423 in male Swiss albino mice (25-30 g). Subsequently, to assess
the possible antiepileptic and neuroprotective effects of the compound, the rodents
were subjected to an acute seizure model induced by pentylenetetrazole and to the
chemical kindling model. As for the results, the in silico study showed that
hydroxycitronellal may interact with important pharmacological targets related to
epilepsy, such as the GABAA receptor, the channels NMDA, Nav 1.6 and Cav 1.2, and
the SV2A protein. The in vivo study demonstrated that the compound is not toxic when
administered acutely and orally and that it exhibits antiepileptic and neuroprotective
effects at doses of 200, 100, 50, 25, and 12.5 mg.kg™'. Among these, the 100 mg.kg""’
dose was identified as the most effective under the experimental conditions evaluated,
while the 6.25 mg.kg' dose was determined as the threshold for loss of antiepileptic
effect. Furthermore, the compound was able to increase the levels of reduced
glutathione in the hippocampus of the animals. In the kindling model, the compound
delayed epileptogenesis, increasing the latency to the first seizure and to death.
Histological analysis revealed neuronal protection and a reduction in glial nodules
compared to the control group. Therefore, based on this study, hydroxycitronellal
emerges as a promising antiepileptic drug candidate; however, further studies are
necessary to elucidate its potential pharmacological mechanism of action.

Keywords: Citronellal. Seizure. Epilepsy. Hydroxycitronellal. Monoterpene.
Neuroprotective.
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1. INTRODUGAO

Aepilepsia € uma doenca cronica que afeta uma parcela de aproximadamente
70 milhdes de pessoas mundialmente, diminuindo drasticamente a qualidade de vida
dos individuos. Esta doenga pode ser ocasionada por um conjunto de fatores que
culminam em uma hiperexcitabilidade neuronal e caracterizada, primariamente, por
uma predisposi¢cao para gerar crises epilépticas recorrentes e espontaneas (Milligan,
2021; Belete et al., 2023; Pong et al., 2023).

As crises epilépticas sdo eventos transitorios de atividade neuronal
desordenada e exacerbada, podendo ser classificadas em focais, generalizadas ou
nao determinadas/classificadas de acordo com a sua origem no cérebro. Estas crises
podem ser provenientes de diversos fatores que vao desde infecgdes a nivel de
Sistema Nervoso Central (SNC) e febre intensa até predisposi¢cdes genéticas e
condigdes idiopaticas e variam em termos de intensidade e agravamento de outras
condicdes preexistentes (Yuskaitis et al., 2021; Pong et al., 2023).

Existem diversos farmacos disponiveis no mercado para a terapia
antiepiléptica, incluindo diferentes classes farmacoldgicas divididas em quatro
geragdes que variam em relagédo a aplicacédo e ao perfil de seguranga. Grande parte
das drogas antiepilépticas (DAE) sdo muito tdxicas e apresentam uma quantidade
significativa de efeitos colaterais e danos que dificultam a terapia e a adeséao
terapéutica dos pacientes (Falco-Walter, 2020; Belete et al., 2023).

Ademais, uma grande parcela de mais de 30% dos individuos acometidos
com epilepsia € refrataria aos medicamentos disponiveis, o0 que piora
consideravelmente a qualidade de vida e o progndstico da doenga. Estes individuos
passam a fazer uso de esquemas politerapéuticos a fim de minimizar a intensidade
ou a frequéncia de aparecimento das crises epilépticas. A politerapia, por sua vez,
nem sempre € capaz de resolver o problema das crises, mas promove um maior risco
ao paciente e o maior aparecimento de efeitos colaterais graves (Gulcin, 2020;
Fonseca et al., 2024).

Neste contexto, a pesquisa por novas drogas antiepilépticas (NDA) € um
esforco mundial, a fim de solucionar o problema do risco associado as terapias, bem
como o problema da refratariedade que acomete grande parcela dos individuos que

possuem epilepsia. Plantas medicinais possuem diversos compostos bioativos de
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interesse para o estudo do potencial antiepiléptico. Diversos compostos ja vém
apresentando potencial anticonvulsivante e neuroprotetor relevante, dentre os quais
0s monoterpenos se destacam, o que representa um importante passo na pesquisa e
desenvolvimento de novas drogas antiepilépticas (Milligan, 2021; Yuskaitis et al.,
2021).

O monoterpeno hidroxicitronelal (HC), assim como o seu precursor, 0
citronelal que esta presente na Citronela (Cymbopogon winterianus) e que é
responsavel pelo odor de limao acentuado, possui agdo sobre o SNC (Stoeckelhuber
et al, 2017; Api et al., 2019; Andrade et al., 2021) e vem sendo estudado quanto ao
seu potencial psicofarmacolégico. O HC promove efeito ansiolitico através da sua
acao por via GABAérgica, como comprovado pelo estudo de Andrade et al. (2021). Na
literatura, o citronelal, seu precursor, ja apresenta efeito antiepiléptico in vivo, o que
também parece ser modulado pelas vias GABAérgica e via dos canais de sodio
dependentes de voltagem.

Dessa forma, tendo em vista a sua acao sobre o sistema nervoso central e o
efeito observado no seu precursor quimico, o HC é um importante candidato para
investigacdes do seu potencial antiepiléptico e neuroprotetor. Assim como ocorre com
outras classes de farmacos ansioliticos que possuem efeito antiepiléptico, como os
benzodiazepinicos e os barbituricos — que agem por via GABAérgica, € possivel que
o HC também promova este efeito em camundongos submetidos a uma prévia
administracao oral. Portanto, o objetivo deste trabalho é avaliar o efeito antiepiléptico
e neuroprotetor do HC por meio da utilizacdo de modelos animais de crises epilépticas

e de ferramentas computacionais.

19



2. REVISAO DA LITERATURA

21. Epilepsia e crises epilépticas

A epilepsia € uma das doencgas crénicas mais antigas conhecidas, com
registros que datam de aproximadamente 400 a.C. Ao longo da historia, as crises
epilépticas foram frequentemente interpretadas como maldi¢ées divinas ou sinais de
possessao, sendo associadas a magia e a bruxaria. Apesar dos avangos na
compreensao médica, o estigma social ainda afeta muitos pacientes (Milligan, 2021).
Atualmente, ja se sabe que € uma condigdo crénica do sistema nervoso central,
caracterizada pela predisposicdo ao desenvolvimento de crises epilépticas
recorrentes e imprevisiveis, que sao resultado de uma atividade neuronal anormal e
excessiva (Tran et al., 2020).

Clinicamente, essas crises epilépticas podem variar desde breves lapsos de
atencdo até convulsdes severas com contragdes musculares intensas. Elas s&o
classificadas de acordo com seu inicio em: focais, generalizadas ou desconhecidas
(Pong et al., 2023). As crises focais ocorrem quando a atividade neuronal anormal se
limita a uma regido do cérebro, podendo preservar a consciéncia ou prejudicar, mas
n&o a eliminam completamente (Fonseca et al., 2024).

As crises generalizadas envolvem ativagcdo simultdnea de ambos os
hemisférios cerebrais desde o inicio, geralmente levando a perda de consciéncia,
sendo frequentemente chamada de “grande mal” (Tran et al., 2020). As crises
generalizadas sdo divididas em "motoras" ou "ndo motoras” (como nas crises de
auséncia) (Milligan, 2021). Além disse, existem crises de origem desconhecida, nas
quais o inicio da atividade anormal n&o pode ser determinado (Fonseca et al., 2024).

Os disturbios epilépticos sao entre as condigdes neuroldgicas crénicas mais
comuns, afetando cerca de 1% da populagdo mundial, o que equivale a mais de 70
milhdes de pessoas (Thijs et al., 2019; Gulci, 2020). Aproximadamente 80% desses
individuos vivem em paises de baixa e média renda, nos quais cerca de 140 a cada
100.000 pessoas sao diagnosticadas anualmente com epilepsia. A taxa de
mortalidade global anual é estimada entre 1 e 8 por 100.000 habitantes, com uma taxa
de 1,1 na América Latina, que € superior a dos Estados Unidos e Canada, onde essa
taxa é de 0,4 (Gulci, 2020; Falco-Walter, 2020; Guedes et al., 2022).
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No Brasil, ha poucos estudos sobre a prevaléncia da epilepsia, mas
estimativas internacionais sugerem que cerca de mais de 2 milhdes de brasileiros
apresentam epilepsia. A maior prevaléncia em paises de baixa e média renda pode
ser atribuida a fatores como o risco elevado de infec¢gdes por doencas endémicas
(como malaria e neurocisticercose), lesdes cerebrais decorrentes de acidentes e
partos complicados, além da limitada disponibilidade de programas de saude
preventiva (Guedes et al., 2022; Fonseca et al, 2024).

As principais etiologias da epilepsia séo classificadas em seis categorias: (1)
alteracbes estruturais devido a lesbes cerebrais de causas pré-natais, perinatais ou
acidentais; (2) fatores genéticos, como canalopatias ou anomalias congénitas; (3)
infeccbes a nivel de Sistema Nervoso Central (SNC), como meningite ou
neurocisticercose; (4) disturbios metabdlicos, como a deficiéncia cerebral de acido
félico; (5) doengas autoimunes; e (6) idiopaticas, cuja etiologia ainda nao é clara (Tran
et al., 2020; Milligan, 2021). Dessa forma, alguns principais fatores que contribuem

para a epileptogénese estéo representados na figura 1.

Figura 1. Aspectos fisiopatoldgicos relevantes na epileptogénese.
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2.2, Classificagao da epilepsia

A epilepsia pode se apresentar de diferentes formas, variando em varios
aspectos, como fisiopatologia, sintomatologia e farmacoterapia. Nesse sentido, a
International League Against Epilepsy (ILAE) periodicamente publica atualizagbes a
respeito da classificacdo e das subclassificacdes da epilepsia, bem como os avancgos
no conhecimento a respeito da fisiopatologia, do diagnéstico, do manejo clinico e do
tratamento (Specchio et al., 2022).

Primeiramente, a epilepsia do lobo temporal (ELT) surge como a forma mais
comum de epilepsia focal em adultos jovens e frequentemente estd associada a
esclerose mesial temporal, caracterizando-se por perda neuronal seletiva, gliose e
reorganizagdo sinaptica anormal (Binding et al., 2022). E uma forma de epilepsia que
envolve a geragcédo de crises epilépticas a partir de estruturas do lobo temporal,
especialmente as regides mesiais, como o hipocampo, amigdala e giro para-
hipocampal (Henning et al., 2023).

As manifestacdes clinicas da ELT incluem auras psiquicas, alteracbes de
consciéncia, automatismos motores (como mastigar ou esfregar as maos) e
frequentemente ocorre progressdao para crises epilépticas ténico-clénicas
generalizadas. Os aspectos fisiopatologicos da ELT sdo bem similares as outras
formas de apresentacdao da doenca, envolvendo, principalmente, um desequilibrio
entre neurotransmissores excitatérios (glutamato) e inibitérios (GABA), além de
processos de excitotoxicidade, neuroinflamacéo e estresse oxidativo, que perpetuam
a hiperexcitabilidade neuronal (Abarrategui et al., 2021; Neumann; Britsch, 2024).

Outra forma de apresentacao da epilepsia € a epilepsia de auséncia na
infancia (EAI) que, por sua vez, envolve crises generalizadas n&o convulsivas,
caracterizadas por breves periodos de perda de consciéncia, conhecidas como “crises
de auséncia” (geralmente de 5 a 20 segundos), com olhar fixo, cessagao da atividade
motora e possivel piscar repetitivo (Specchio et al., 2022). Normalmente, o individuo
retoma a atividade imediatamente apds a crise, sem confusdo pés-ictal. Acomete
principalmente criangas entre 4 e 10 anos e é considerada uma epilepsia generalizada
idiopatica, de provavel origem genética, com bom progndstico e resposta favoravel a

farmacos como etossuximida ou acido valproico (Aud’hui et al., 2021).
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Ademais, existe a epilepsia mioclénica juvenil (EMJ), a qual envolve crises
mioclénicas, que consistem em abalos musculares subitos, rapidos e bilaterais,
geralmente nas maos e nos bracgos, frequentemente ao acordar. Esses abalos podem
ser acompanhados ou seguidos por crises tonico-clénicas generalizadas.
Normalmente, a EMJ acomete adolescentes entre 12 e 18 anos e tem componente
um importante genético. E uma epilepsia generalizada idiopatica e tende a persistir ao
longo da vida, mas que responde bem ao tratamento com valproato, lamotrigina ou
levetiracetam. A privagdo de sono, estresse e consumo de alcool sdo gatilhos
frequentes. A fisiopatologia envolve alteragdes nos canais ibnicos e na inibigao
GABAérgica, além de disfungdes na rede corticotaldamica (Liu; Tai; Wang, 2021;
Pietrafusa et al., 2021).

Outras duas formas graves de epilepsia s&o a Sindrome de West e a
Sindrome de Lennox-Gastaut (SLG). A Sindrome de West tem inicio precoce (nos
primeiros meses de vida, especialmente entre 3 e 7 meses) e é caracterizada por um
padrao de EEG chamado hipsarritmia (atividade elétrica cadtica e desorganizada) e
pela regressdo ou estagnacdo do desenvolvimento neuropsicomotor da crianga. Os
espasmos da sindrome consistem em contracdes subitas de flexdo ou extensdo do
tronco e membros, ocorrendo em séries. As causas sao variadas, podendo incluir
malformagdes cerebrais, esclerose tuberosa, hipdxia neonatal, infecgées congénitas
e mutagdes genéticas. O tratamento da Sindrome de West pode envolver vigabatrina,
corticosteroides ou Hormonio Adrenocorticotréfico (ACTH) (Pavone et al., 2020).

A sindrome de Lennox-Gastaut (SLG), por sua vez, envolve multiplos tipos de
crises epilépticas (tbnicas, atdnicas, auséncias atipicas, entre outras), geralmente
associadas a um atraso cognitivo e um EEG caracteristico com atividade lenta (ponta-
onda <2,5 Hz). E uma epilepsia generalizada de dificil controle, frequentemente
refrataria ao tratamento medicamentoso convencional que também se inicia na
infancia (entre 2 e 7 anos de idade) e que pode ter causas sintomaticas
(malformacgdes, lesdes perinatais, infecgdes do SNC) ou ser criptogénica (Strzelczyk;
Schubert-Bast, 2021).

A SLG representa uma das formas mais graves de epilepsia na infancia, com
impactos significativos no desenvolvimento motor e cognitivo do individuo. O

tratamento envolve uma politerapia extensa (valproato, clobazam, lamotrigina,
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rufinamida) e, em alguns casos, dieta cetogénica ou estimulagdo do nervo vago
(Lattanzi et al., 2021; Nelson; Knupp, 2023).

Além de todas essas formas mais comuns de epilepsia, existem algumas
condigdes raras, como a epilepsia relacionada a mutagao no gene SCN1A, a exemplo
da sindrome de Dravet (SD). Essa sindrome € uma encefalopatia epiléptica de inicio
precoce, que surge no primeiro ano de vida da crianga, com crises febris prolongadas
e que evolui para multiplos tipos de crises, como mioclonias, crises tonico-clénicas e
crises atonicas (Wirrell et al., 2022).

A SD tem origem genética, com mutagées no gene SCN1A, que codifica a
subunidade alfa dos canais de Nav1.1 neuronais, e € caracterizada por apresentar alta
taxa de refratariedade ao tratamento antiepiléptico, um retardo no desenvolvimento e
um maior risco de morte subita. O tratamento € complexo e deve evitar farmacos que
bloqueiem canais de sodio, utilizando alternativas como valproato, clobazam (He et
al., 2022). Recentemente, diversos estudos vém sendo realizados com canabidiol
(CBD) e apresentam resultados promissores (Lattanzi et al., 2021; Wirrell et al., 2022).

Por fim, outro exemplo de epilepsia rara é a epilepsia dependente de
piridoxina, causada por uma anomalia metabdlica que afeta o metabolismo da
vitamina B6, a qual é essencial para a sintese de GABA. Essa forma de epilepsia se
manifesta com crises neonatais que sao refratarias a antiepilépticos convencionais,
mas responsivas a administracado de piridoxina (vitamina B6) (Coughlin et al., 2020).
Outras epilepsias metabdlicas raras com menor incidéncia incluem aquelas
associadas a anomalias mitocondriais, deficiéncia de GLUT1 (transportador de
glicose) ou acidemias organicas (Coughlin et al., 2020; Specchio et al., 2022).

Fica evidente, portanto, que a deteccado precoce da sindrome epiléptica
especifica € essencial, pois o0 atraso no tratamento adequado pode levar a sequelas
neuroldgicas permanentes. Cada sindrome epiléptica apresenta fisiopatologia propria
e a necessidade de uma abordagem terapéutica especifica, muitas vezes que vao
além dos anticonvulsivantes tradicionais e que apresentam alta taxa de refratariedade

as terapias convencionais.

2.3. Aspectos fisiopatolégicos da epilepsia

Afisiopatologia da epilepsia envolve uma complexa interagao entre alteragdes

anatbmicas, moleculares e celulares, que culminam na geragdo e propagacéo de
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crises epilépticas. O aspecto anatbmico na epilepsia & bastante relevante. As
principais alteragbes morfologicas estdo localizadas em regidées como o hipocampo,
0s ganglios da base, o talamo e o cortex cerebral (Fonséca et al., 2024; Devinsky et
al., 2024).

Entre essas alteragdes, destaca-se a esclerose mesial temporal,
particularmente associada a Epilepsia do Lobo Temporal (ELT), com a perda seletiva
de neurbnios piramidais nos subcampos CA1 e CA3 do hipocampo, além de gliose
reativa, um processo de proliferagao e hipertrofia dos astrécitos em resposta a dano
neuronal. Essas perdas neuronais desequilibram os circuitos inibitdrios e excitatorios
da regido, promovendo a reorganizagao sinaptica e a hiperexcitabilidade (Abarrategui
et al., 2021; Vezzani et al., 2022).

Outro aspecto anatbmico relevante é a brotamento axonal das fibras
musgosas, que sao axbdnios dos neurbnios granulares do giro denteado. Em
condi¢des patoldgicas, como em cérebros epilépticos, essas fibras passam a formar
sinapses reciprocas com outros neurdnios granulares, criando circuitos reverberantes
que favorecem a propagacgao de atividade epiléptica. Além disso, alteragdes na
neurogénese adulta, comuns em regides como o giro denteado, podem gerar
neurdnios com conexdes aberrantes ou disfuncionais, bem como malformagdes
corticais do desenvolvimento, como heterotopias neuronais e displasias corticais,
podem estar entre as causas anatdmicas frequentes da epileptogénese,
especialmente na infancia (Falco-Walter, 2020; Adachi; Ito, 2022).

No ambito molecular, de forma geral, ha uma interacdo de processos que
culminam em uma hiperexcitagao neuronal desordenada. Dentre esses processos,
destacam-se a excitotoxicidade glutamatérgica, o estresse oxidativo e a
neuroinflamacédo, que formam uma triade interconectada, contribuindo para a
progressao e a manutengao da epilepsia (Tran et al., 2020; Soltani Khaboushan;
Yazdanpanah; Rezaei, 2022; Belete et al., 2023).

O glutamato, o principal neurotransmissor excitatorio do sistema nervoso
central, desempenha um papel crucial nesse contexto. Em condi¢ées normais, sua
liberacao e recaptura sao cuidadosamente reguladas, garantindo um equilibrio entre
excitabilidade e inibicdo neuronal. No entanto, na epilepsia, essa regulagao se torna
comprometida (Fonseca et al., 2024). A superexposi¢gao dos neurénios ao glutamato

resulta em excitotoxicidade, um fenbmeno que se caracteriza pela ativagdo excessiva
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de receptores glutamatérgicos, especialmente os receptores do tipo NMDA (figura 2)
(Monteiro et al., 2024).

Figura 2. Representagdo da correlacdo entre os fenbmenos de excitotoxicidade

glutamatérgica, estresse oxidativo e neuroinflamagao na epilepsia.
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Descricao da imagem: A pré-despolarizacao desencadeada pelo glutamato (1) ira contribuir
para a ativagao dos receptores NMDA (2), os quais promoverao o aumento do influxo de ions
Na+ e Ca2+ e a despolarizacdo das membranas neuronais, ativando os canais de Nays e
Cavire (3) o que promovera um influxo maior desses ions. A alta concentracao de Ca2+
citosolico ativara os receptores de rianodina (RyR), presentes no reticulo endoplasmatico, e
promovera a liberagdo de mais Ca2+ (4), contribuindo para desencadear o aumento do
estresse oxidativo e ativacdo da cascata apoptédtica na mitocdndria, resultando em morte
neuronal (5), promovendo o desenvolvimento de um processo neuroinflamatério pela ativagao
da microglia M1. A M1 ativada ira promover o aumento na expressdo e liberagcdo de
mediadores pro-inflamatérios, como NO, via COX-2/PGE2 e IL-1B. A ativacdo da via COX-
2/PGE2 (6) ira facilitar as crises epilépticas, através da ativagéo dos receptores EP1 que iréo
promover indiretamente o aumento da concentragcdo de Ca2+, aumentando o estresse
oxidativo e a hiperexcitabilidade através do aumento da exocitose de glutamato. A PGE2
também ira favorecer indiretamente a expressdo de NO que mediara reagbes como a
vasodilatagdo e o aumento da permeabilidade da BHE, permitindo a migracdo de células
inflamatdrias periféricas para o parénquima cerebral (7). A alta expressao de IL-1B pela M1 ira
mediar diretamente a perda dos transportadores de glutamato (8) (descricdo adaptada de
Monteiro, 2021 e Monteiro et al., 2024).
Fonte: Monteiro et al. (2024).
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A ativagao descontrolada desses receptores provoca um influxo macico de
ions calcio no interior das células, o que ativa cascatas de sinalizacdo que levam a
morte celular e a neurodegeneragao. Essa excitotoxicidade ndo apenas desencadeia
a morte neuronal, mas também altera a estrutura e a fungédo das redes neuronais,
favorecendo o aparecimento de circuitos andmalos que perpetuam a
hiperexcitabilidade (Tran et al., 2020; Falco-Walter, 2020).

Esse aumento da excitabilidade neuronal esta intimamente relacionado ao
estresse oxidativo, um estado em que ha um desequilibrio entre a produgdo de
espécies reativas de oxigénio (EROs) e a capacidade antioxidante do organismo. Na
epilepsia, a excitotoxicidade glutamatérgica intensifica a produ¢ao de EROs, que séo
moléculas altamente reativas capazes de danificar lipidios, proteinas e DNA celular.
O estresse oxidativo, portanto, ndo apenas compromete a integridade celular, mas
também agrava a excitotoxicidade, uma vez que a lesdo celular resultante pode
aumentar a permeabilidade da membrana, facilitando a entrada adicional de ions e
exacerbando a atividade excitatéria (Milligan, 2021; Guo et al., 2022; Chen et al., 2022;
Soltani-Khaboushan; Yazdanpanah; Rezaei, 2022; Monteiro et al., 2024).

Paralelamente, o aumento descontrolado do estresse oxidativo desencadeia
processos inflamatdrios no sistema nervoso central, resultando em neuroinflamacéo.
Células gliais, como astrécitos e microglia, sdo ativadas em resposta ao estresse e a
morte neuronal. Essa ativagao leva a liberagdo de mediadores inflamatérios, como
interleucinas e fatores de necrose tumoral (TNF), que podem acentuar a excitabilidade
neuronal (Vezzani et al., 2022; Guo et al., 2022).

A neuroinflamagao, por sua vez, altera a expressdo de canais iGnicos e
receptores nas membranas neuronais, modificando a dindmica excitatoria e inibitoria
e, assim, criando um ambiente propicio a ocorréncia de crises. Além disso, a
inflamacao crénica pode promover uma reestruturagdo sinaptica que favorece a
formacao de redes neuronais anormais, estabelecendo um ciclo vicioso que perpetua
a condicéo epiléptica (Tran et al., 2020; Soltani-Khaboushan; Yazdanpanah; Rezaei,
2022; Vezzani et al., 2022; Chen et al., 2022; Tewari et al., 2023; Socala et al., 2024).

Além disso, ocorre um desequilibrio entre os sistemas de neurotransmissores
excitatorios e inibitérios. O sistema glutamatérgico, mediado principalmente pelos
receptores ionotrépicos AMPA e NMDA, frequentemente encontra-se hiperativo na
epilepsia, promovendo despolarizagdes prolongadas e influxo excessivo de calcio, o
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que contribui para a excitotoxicidade e morte neuronal citados anteriormente. Em
contrapartida, o sistema GABAérgico, que atua como a principal via inibitéria do SNC,
pode estar com a sua atividade reduzida devido a perda de interneurdnios
GABAérgicos, a disfungdo dos receptores GABAA ou a modulagcdo deficiente do
transporte de ions necessarios a sua acao inibitéria (Chen et al., 2022; Binder;
Steinhauser, 2021).

Outros mecanismos moleculares importantes incluem a plasticidade sinaptica
anormal, com aumento da formacao de sinapses excitatérias e reducio de sinapses
inibitérias, alteracdes na expressdo de moléculas de adesao sinaptica e de fatores
neurotréficos, como o BDNF (fator neurotréfico derivado do cérebro), que pode
exacerbar a excitabilidade neuronal e promover mudancas estruturais persistentes
(Binder; Steinhauser, 2021; Soltani Khaboushan; Yazdanpanah; Rezaei, 2022;
Vezzani et al., 2022; Guo et al., 2022).

Além destes aspectos, ha ainda alteragdes na expressao e funcao de canais
iGnicos - as canalopatias, essenciais para a geragao e conducdo do potencial de agao.
Os principais exemplos de disfungdes em canais ibnicos sao: disfungdes nos canais
de sodio (por exemplo, SCN1A), potassio (como KCNQ2/3) e calcio (como CACNA1H)
podem resultar em despolarizagao prolongada e aumento da excitabilidade neuronal.
Mutacédo em canais de cloro também compromete a acgao inibitéria do GABA, ja que o
efluxo de CI~ é fundamental para a hiperpolarizagdo poés-sinaptica (Menezes et al.,
2020; Indelicato; Boesch, 2023; Gribkoff; Winquist, 2023; Ng et al., 2024).

Essas alteragbes anatdbmicas e moleculares convergem para um estado de
hiperexcitabilidade e hiperssincronia neuronal, que sustenta a ocorréncia das crises
epilépticas e dificulta o retorno do tecido cerebral a um estado de equilibrio funcional,
0 que contribui para o aumento da frequéncia e da gravidade das crises epilépticas
(Socala et al., 2024).

24. Farmacoterapia das epilepsias

As drogas antiepilépticas (DAE) sdo medicamentos projetados para prevenir
e amenizar a gravidade das crises epilépticas, sendo amplamente utilizadas no
manejo das epilepsias, reduzindo a quantidade e a intensidade das crises quando
utilizados de forma crénica. Os DAE reduzem a transmissdo neuronal anormal e

exacerbada em pacientes com disturbios epilépticos. As DAE, além da principal
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aplicagao no controle das crises epilépticas, estdo entre os psicotropicos mais

prescritos no mundo para outras indicagcdes, como nos transtornos de ansiedade,

disturbios psicoticos, profilaxia de enxaquecas e alivio da dor neuropatica (Elkommos;
Mula, 2022; Pong et al., 2023; Monteiro et al., 2024).

A farmacoterapia das epilepsias é essencial para o0 manejo da condigao,

envolvendo diversos antiepilépticos que atuam em diferentes mecanismos, como

mostra o quadro 1. Porém, apesar de existirem diversas classes dispostas em quatro

geragdes de farmacos antiepilépticos, poucos sao de primeira escolha, devido ao seu

perfil de seguranca (Fonseca et al., 2024).

Quadro 1. Principais classes de farmacos antiepilépticos disponiveis no mercado.

Classe Principal Mecanismo de Ag¢ao |Principais Indicagoes
Farmacolégica |representante principal Terapéuticas
Bloqueadores dos Inibe canais de sodio Epilepsia focal e
canais de sédio voltagem-dependentes, generalizada ténico-
voltagem- estabilizando membranas clénica, status
dependentes Fenitoina neuronais epilepticus™

Inibidores dos
canais de calcio

Inibe canais de calcio tipo

tipo T Etossuximida T no talamo Crises de auséncia
Barbituricos Epilepsia
(moduladores Prolonga a abertura dos | generalizada, crises
positivos do canais de cloro via febris, status
receptor GABAA) Fenobarbital receptor GABAa epilepticus™
Inibidores da Inibe a recaptacao de
recaptacao de GABA, aumentando sua
GABA Tiagabina disponibilidade sinaptica Epilepsia focal
Inibe irreversivelmente a
Inibidores da GABA GABA transaminase, Epilepsia refrataria,
transaminase Vigabatrina aumentando GABA espasmos infantis
Moduladores Crises generalizadas,
multiplos (GABA, Acido Aumenta GABA, inibe | auséncias, mioclonias,
canais iénicos) valproico canais de sédio e calcio transtorno bipolar

Ligantes da
subunidade a2
dos canais de
calcio

Gabapentina

Liga-se a subunidade 026
dos canais de calcio,
reduzindo liberacdo de
neurotransmissores

Epilepsia focal, dor
neuropatica

Moduladores do
glutamato e canais
de sodio

Lamotrigina

Inibe canais de sddio e
liberacdo de glutamato

Epilepsia focal e
generalizada,
transtorno bipolar

Continua:
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Continuacéo:

Ligantes da
proteina vesicular
SV2A

Levetiracetam

Liga-se a proteina SV2A,
modulando liberagao de
neurotransmissores

Epilepsia focal,
mioclénica,
generalizada ténico-
clénica

Antagonistas do

Antagonista ndo
competitivo dos
receptores

Epilepsia focal e
generalizada ténico-

receptor AMPA Perampanel glutamatérgicos AMPA clénica
Epilepsia, prevengao
Bloqueia canais de sédio, de enxaqueca,
Moduladores de inibe AMPA/kainato, transtornos do humor
multiplos alvos Topiramato potencializa GABA (off-label)
Benzodiazepinicos
(moduladores Aumenta a frequéncia de | Crises agudas, status
positivos do abertura dos canais de | epilepticus, ansiedade,
GABAx) Diazepam cloro via receptor GABAA espasmos infantis

Legenda: * status epilepticus refere-se a um estado de crise epiléptica que dura
mais de 5 minutos ou varias crises seguidas sem a pessoa recuperar a consciéncia
entre elas, representando uma emergéncia médica grave que exige tratamento
imediato (Coppler; Elmer, 2023).

Fonte: autoria propria (2025); adaptado de Elkommos; Mula, 2022 e Pong et al., 2023.

Os farmacos benzodiazepinicos (BDZ), como diazepam, lorazepam e
clonazepam, sdo amplamente utilizadas por sua capacidade de aumentar a atividade
do GABA, o principal neurotransmissor inibitério do SNC. Elas se ligam aos receptores
GABAa, promovendo a abertura dos canais de cloreto, o que resulta em uma maior
entrada de ions cloro nas células neuronais, sendo, portanto, moduladores alostéricos
dos receptores GABAA. Isso provoca uma hiperpolarizacdo da membrana, tornando
0s neurbnios menos excitaveis e, portanto, reduzindo a probabilidade de descargas
epileptiformes (Bayat et al., 2021; Bartolini et al., 2022; Fonseca et al., 2024).

Os barbituricos, como fenobarbital, também atuam no sistema GABAérgico,
mas tém um perfil de acdo mais amplo e podem aumentar o tempo que o0s canais
GABAA permanecem abertos, além de agir em outros sistemas inibitérios. Embora
sejam eficazes, os barbituricos apresentam um maior risco de efeitos colaterais, como
sedacao excessiva, depressao respiratoria e indugdo de enzimas hepaticas, que
podem reduzir a eficacia de outros medicamentos. Esse risco elevado, aliado a
possibilidade de dependéncia, torna os barbituricos menos favoraveis em comparacao

as benzodiazepinas em muitas situagdes clinicas (Falco-Walter, 2020).
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Anticonvulsivantes mais recentes, como lamotrigina, levetiracetam e
topiramato, tém mecanismos de acdo variados. A lamotrigina, por exemplo, inibe
canais de sodio dependentes de voltagem, estabilizando a membrana neuronal,
enquanto o levetiracetam atua na modulacédo de proteinas vesiculares, reduzindo a
liberacdo de neurotransmissores excitatorios. O topiramato combina varias agdes,
incluindo a inibicdo de canais de sdédio e a modulagdo do GABA, o que também
contribui para sua eficacia (Guedes et al., 2022). Dessa forma, a terapia antiepiléptica
atual se resume ao controle das crises epilépticas, uma vez que procura reduzir a

hiperexcitabilidade neuronal, mas nao cura a doenca.

2.4.1. Epilepsias refratarias

Quando o paciente apresenta uma boa resposta ao tratamento, o controle das
crises possibilita uma melhor qualidade de vida. Entretanto, em aproximadamente 30
% dos individuos que possuem epilepsia apresentam refratariedade as terapias com
as principais DAE disponiveis (Guedes et al., 2022; Monteiro et al., 2024). Nestes
casos, 0 paciente passa a receber associacdes terapéuticas com outras classes, o
controle das crises é dificultado e, consequentemente, a qualidade de vida diminui
(Loscher et al., 2020).

Dessa forma, o cuidado multiprofissional € essencial nas epilepsias refratarias
para garantir uma anadlise integral do paciente e uma farmacoterapia mais eficaz
(Bartolini et al., 2022). Os mecanismos de resisténcia as DAEs sdo bastante
estudados, mas a busca por novas drogas capazes de solucionar este problema é

essencial.

2.5. Pesquisa e desenvolvimento de novas drogas antiepilépticas

Considerando os riscos associados a terapia com drogas antiepilépticas, a
toxicidade das drogas e a quantidade de efeitos colaterais associados, a busca por
Novas Drogas Antiepilépticas (NDA) € um esforgco mundial (Tewari et al., 2023). Além
disso, como as epilepsias refratarias representam uma parcela de aproximadamente
30 % dos casos, a qualidade de vida dos pacientes é baixa, o que também faz com
que seja necessario que novas drogas sejam desenvolvidas (Loscher et al., 2020;
Andrade et al., 2021; Guedes et al., 2022). Neste contexto, pesquisas avaliando o
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potencial antiepiléptico e neuroprotetor com produtos naturais, sintéticos e
semissintéticos sao realizadas ao redor do mundo (Bartolini et al., 2022).

Um dos caminhos promissores nessa pesquisa envolve o uso de plantas
medicinais, uma pratica milenar e rica de constituintes quimicos bioativos. Muitas
culturas tradicionais tém empregado ervas para o tratamento de disturbios
neuroldgicos, como a epilepsia, e a ciéncia moderna vem validando essas praticas. A
Cannabis sativa, por exemplo, tem mostrado potencial em estudos clinicos para
auxiliar no controle das crises epilépticas, especialmente em formas resistentes a
terapia convencional. Outro exemplo é o Ginkgo biloba, que tem sido investigado por
suas propriedades neuroprotetoras (Singh et al., 2019).

Entretanto, a pesquisa nessa area enfrenta desafios, como a padronizagéo
dos extratos vegetais, a identificacdo dos principios ativos responsaveis pelos efeitos
terapéuticos e a realizagao de estudos clinicos rigorosos que garantam a eficacia e a
segurancga dos tratamentos a base de plantas. A combinacgéao de rigor cientifico com o
conhecimento tradicional sobre plantas medicinais pode abrir novas perspectivas no
tratamento da epilepsia, oferecendo alternativas valiosas para pacientes que nao
respondem aos medicamentos atualmente disponiveis. Essa abordagem integrativa
pode contribuir para um avanco significativo na farmacoterapia antiepiléptica. (Wang
et al., 2019).

2.5.1. Meétodos experimentais para avaliagdo de novas drogas antiepilépticas

Com o crescente interesse da industria na pesquisa por novas biomoléculas
com potencial farmacolégico, diversos modelos experimentais s&do desenvolvidos
constantemente. O objetivo destes modelos & avaliar, de forma aprofundada, as
caracteristicas fisico-quimicas, farmacocinéticas e farmacodinamicas dessas
moléculas, bem como outros aspectos relevantes a farmacologia (Da Silva et al.,
2022).

Os modelos experimentais sao sistemas biologicos, fisicos ou computacionais
utilizados em estudos cientificos para simular, estudar e/ou compreender fenbmenos
complexos que ocorrem em organismos vivos, como o0s seres humanos. Eles
permitem testar hipoteses, analisar mecanismos e avaliar intervengdes de forma

controlada, reprodutivel e ética. De maneira simplificada, ele busca mimetizar
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condicbes humanas em um ambiente inteiramente controlado pelo experimentador
(Loscher, 2017; Ohmori et al., 2022; Heckers; Konrad, 2023). Os modelos bioldgicos
mais utilizados em farmacologias envolvem animais (Robinson et al., 2019).

Para que um modelo animal seja validado, ele deve obedecer a alguns
critérios de validacao, a saber: previsibilidade, semelhanga e homologia. Um modelo
deve obedecer satisfatoriamente a pelo menos um dos trés critérios. A previsibilidade
de um modelo é avaliada a partir da similaridade entre os efeitos farmacologicos da
droga em seres humanos, na clinica, e nos animais. Dessa forma, se uma droga
apresenta efeito antiepiléptico na clinica, ela deve apresentar o mesmo efeito nas
condicdes definidas operacionalmente como parametros para crises epilépticas,
devendo ser a poténcia relativa correspondente (Romanova; Sweedler, 2018;
Robinson et al., 2019)

O critério de semelhanca refere-se a similaridade fenomenolégica entre os
comportamentos/parametros observados nos animais com aqueles observados em
humanos. No caso de crises epilépticas, normalmente essa similaridade ¢é alta, uma
vez que, tanto nos humanos, como nos animais, as crises epilépticas sao
desencadeadas por uma hiperexcitabilidade neuronal e se manifestam da mesma
forma (Robinson et al., 2019). Ja o critério de homologia, por sua vez também
chamado de “validade tedrica”, diz respeito aos processos psicobiolégicos envolvidos
na etiologia e fisiopatologia dos fenémenos observados experimentalmente. Também
devem ser similares aos dos seres humanos (Romanova; Sweedler, 2018).

Dessa forma, caso um modelo experimental que utilize animais, como os
roedores, obedeca a estes critérios, ele é valido e o resultado observado e avaliado
estatisticamente pode servir para uma inferéncia de um resultado esperado em
humanos. Além disso, outros critérios biologicos, como a similaridade genética,
também devem ser levados em consideracdo na hora da escolha dos modelos. Os
roedores, a exemplo dos camundongos, apresentam uma similaridade genética
(genes homologos ortdlogos) de aproximadamente 85-90% com os seres humanos,
sendo este um alto nivel de similaridade para que seja possivel inferir qualquer efeito
farmacolégico (Robinson et al., 2019; Baptista; Faustino-Rocha; Oliveira, 2021).

No contexto do estudo do potencial antiepiléptico, os roedores sdo animais
amplamente utilizados, uma vez que sao de facil manuseio, baixo custo operacional e

possuem uma baixa variabilidade intraespecifica quando comparados a outras
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classes (Ohmori et al., 2022). Os camundongos (Mus musculus) sao frequentemente
utilizados como modelos animais de laboratério de epilepsia por serem déceis e
menores e, consequentemente, exigirem um menor espago de ambientagdo e custo
de operacdo, além da alta similaridade genética com os seres humanos (85-90%)
(Loscher, 2017).

Nesse contexto, no estudo de novas drogas com agao antiepiléptica, modelos
computacionais (in silico), celulares (in vitro) e animais (in vivo) sdo utilizados em
conjunto, no intuito de somar resultados e possibilitar uma analise mais aprofundada
e detalhada dos possiveis efeitos observados. No ambito dos experimentos in vivo,
uma importante regra deve ser respeitada, “a regra dos 3 Rs” (do inglés Reduction,
Refinement and Replacement, ou, em portugués, Reducgdo, Refinamento e
Substituicdo, respectivamente), com o objetivo de minimizar o uso e o sofrimento
animal nas pesquisas (Moro; Hanna-Rose, 2020; Song; Kim, 2021).

A reducéo, presente nos 3 R busca empregar o menor numero possivel de
animais para alcancar resultados estatisticamente validos; o refinamento implica na
melhoria das condigbes experimentais para mitigar dor e estresse animal,
assegurando praticas de manejo e procedimentos mais éticos e um ponto final
humanitario. Por fim, a substituicdo estimula o uso de métodos alternativos, como
culturas celulares e modelos computacionais, que possam substituir, parcial ou
totalmente, o uso de animais (Romanova; Sweedler, 2018; Baptista; Faustino-Rocha;
Oliveira, 2021).

2.5.1.1. Predigé&o in silico de propriedades farmacocinéticas e farmacodinamicas

No intuito de minimizar o uso de animais, diversas propriedades moleculares
da droga em estudo sdo avaliadas previamente por meio de ferramentas
computacionais (Da Silva et al., 2023). Os modelos computacionais proporcionam
uma analise preditiva do comportamento da droga no organismo vivo e suas possiveis
interagcbes com alvos moleculares importantes para o efeito esperado (De Sousa et
al., 2024; Rodrigues et al., 2024).

O avanco das ferramentas in silico tem proporcionado uma transformacao
significativa no processo de descoberta e desenvolvimento de farmacos, oferecendo

abordagens racionais e economicamente viaveis para triagem inicial de compostos
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bioativos (Xiao et al., 2025). Dentre essas ferramentas, destacam-se os métodos
preditivos de propriedades ADMET (Absorc¢ao, Distribuigdo, Metabolismo, Excregao e
Toxicidade), como o SwissADME, e os estudos de docking molecular e dinamica
molecular, os quais permitem uma avaliagao aprofundada do perfil farmacocinético e
do potencial de interagdo molecular de substancias com alvos biolégicos especificos
(De Sousa et al., 2024).

Nesse contexto, as analises de propriedades ADMET sao essenciais para
estimar a viabilidade de um composto como candidato a farmaco, uma vez que muitas
moléculas promissoras em termos de atividade farmacolégica falham em etapas
posteriores devido a perfis inadequados de biodisponibilidade, toxicidade ou
metabolismo. Assim, ferramentas como o SwissADME, pkCSM e admetSAR
possibilitam a predicdo de parametros como a permeabilidade intestinal, penetracéo
na barreira hematoencefalica, inibicdo de enzimas do citocromo P450 e o risco de
toxicidade hepatica e cardiotoxica (Da Silva et al., 2022; De Sousa et al., 2024). Esses
dados, somados a um estudo bibliografico aprofundado, fornecem subsidios
relevantes para a selecdo de compostos com maior probabilidade de sucesso em
modelos in vivo e ensaios clinicos (Da Silva et al., 2023; Pires et al., 2024; Fonséca
et al., 2024).

Complementarmente, os estudos de docking molecular permitem a avaliagao
da afinidade de ligagcdo entre a molécula de interesse e proteinas-alvo envolvidas na
fisiopatologia de doengas neuroldgicas, como 0s canais idnicos ou receptores
GABAérgicos ou glutamatérgicos, frequentemente associados a fisiopatologia da
epilepsia (Da Silva et al., 2022; De Sousa et al., 2024; Rodrigues et al., 2024; Araujo
et al., 2024) .

Esta analise aprofundada dos modos de ligagdo, energias de interagéo e a
identificacao de residuos-chave no sitio ativo possibilita a elucidacdo de mecanismos
moleculares subjacentes a atividade farmacoldgica. A aplicagdo subsequente de
dinamica molecular aprofunda essa abordagem através de uma simulag&o temporal e
espacial do comportamento do complexo ligante-receptor em condigdes fisiologicas
em um organismo vivo, avaliando sua estabilidade conformacional, flexibilidade
estrutural e persisténcia das interagdes intermoleculares ao longo do tempo (Song;
Kim, 2021).
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No contexto da investigagdo do potencial antiepiléptico e neuroprotetor de
novas substancias, essas metodologias in silico assumem um papel estratégico ao
permitir a triagem e priorizacdo racional de compostos antes da conducdo de
experimentos com modelos animais. Assim, considerando a complexidade das
doencgas neurologicas e as limitagdes éticas e logisticas do uso de animais, a
integracdo desses dados preditivos proporciona uma base cientifica sélida para a
justificativa e o delineamento experimental in vivo, reduzindo o numero de animais
utilizados e aumentando a eficiéncia da pesquisa translacional (Rodrigues et al., 2023;
Rodrigues et al., 2024; Fonséca et al., 2024; Xiao et al., 2025).

2.5.1.2. Modelos in vivo

Os estudos pré-clinicos que buscam avaliar o potencial antiepiléptico de
novas drogas fazem uso de diversos modelos animais em roedores. Esses modelos
permitem investigar os efeitos farmacolégicos em um ambiente controlado além de
compreender os mecanismos neurobioldgicos subjacentes a epileptogénese. Cada
modelo apresenta caracteristicas especificas e fornece informag¢des complementares,
sendo essencial para a triagem e desenvolvimento de candidatos a farmacos
antiepilépticos (Jafarian et al., 2021).

Os modelos animais para indugdo de crises epilépticas baseiam-se na
capacidade de estimulos quimicos ou elétricos de induzirem uma hiperexcitabilidade
neuronal. Dentre os modelos mais utilizados, destaca-se o modelo de crises
epilépticas agudas induzidas por pentilenotetrazol (PTZ). E um modelo padrdo-ouro
na triagem de drogas com potencial antiepiléptico. O seu principal objetivo é avaliar a
capacidade de uma substancia em prevenir ou retardar crises ténico-clonicas
generalizadas (Monteiro et al., 2024; Fonséca et al., 2024; Rahimi et al., 2022). O PTZ
atua como um antagonista ndo competitivo do receptor GABAa , reduzindo a
neurotransmissao inibitéria mediada por GABA e promovendo a hiperexcitabilidade
neuronal (Khan et al., 2024).

Outro modelo amplamente empregado € o de crises epilépticas induzidas por
picrotoxina, que por sua vez bloqueia diretamente o canal do receptor GABAAa,
comprometendo a neurotransmissao inibitéria e facilitando a indugcdo de crises

epilépticas. De forma semelhante, o modelo de crises epilépticas induzidas por
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bicuculina tem como objetivo testar a eficacia de drogas em prevenir a
hiperexcitabilidade cortical. Nesse caso, a bicuculina atua como um antagonista
competitivo do receptor GABAa, bloqueando a ligagcdo do GABA e promovendo
descargas neuronais excessivas (Miziak; Chroscinska-Krawczyk; Czuczwar, 2022;
Vicente-Silva et al., 2022).

Ja o modelo de kindling, que pode ser induzido por estimulos elétricos ou por
injecdes repetidas de agentes indutores de crises epilépticas - como inje¢cdes de dose
subativa de PTZ, busca avaliar o potencial das drogas em impedir o desenvolvimento
e a progressao da epileptogénese (Dhir, 2012). Esse modelo mimetiza processos de
sensibilizagao neuronal que ocorrem em epilepsias cronicas, fornecendo informacdes
valiosas sobre a capacidade das substancias em interferir nesse processo (Singh;
Mishra; Goel, 2021; Monteiro et al., 2024)

Ademais, os modelos de crises epilépticas induzidas por acido cainico e
pilocarpina sdo fundamentais para investigar crises ténico-clénicas e o status
epilepticus, além das consequéncias neurodegenerativas associadas. Esses agentes
estimulam a neurotransmissdo excitatéria glutamatérgica (acido cainico) ou
colinérgica (pilocarpina), provocando intensa ativagédo neuronal e morte celular em
regides especificas do cérebro (Rusina; Bernard; Williamson, 2021; Xie et al., 2022)

Além dos modelos de inducdo quimica, existe o modelo de eletrochoque
auricular maximo — EAM (MES, do inglés maximal electroshock seizure) € um método
experimental classico de inducédo elétrica de crises epilépticas. Ele consiste na
aplicagao de um estimulo elétrico de alta intensidade e curta duracdo por meio de
eletrodos posicionados nas orelhas (auriculares), induzindo crises epilépticas do tipo
ténico-clonico generalizadas (Rahimi et al., 2022). O principal parametro analisado
nesse modelo € a supressao da fase ténica de extensdo dos membros posteriores,
considerada um indicador da eficacia anticonvulsivante do composto em estudo
(Alaraj; Saadh; Alafnan, 2022).

Esses modelos s&o ferramentas indispensaveis para a triagem pré-clinica de
candidatos a farmacos antiepilépticos. Eles fornecem dados relevantes sobre a
eficacia e os possiveis mecanismos de acao das substancias em estudo, contribuindo
para o avancgo na descoberta de novos tratamentos para a epilepsia. Dessa forma, no

estudo pré-clinico do potencial antiepiléptico e neuroprotetor de novas drogas, sé&o
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etapas fundamentais (Jafarian et al., 2021; Vicente-Silva et al., 2022; Fonséca et al.,
2024).

2.6. Os monoterpenos e o potencial farmacolégico do hidroxicitronelal

No ambito da pesquisa e desenvolvimento (P&D) de novas drogas com
potencial terapéutico, os produtos naturais vém ganhando um destaque importante,
uma vez que as plantas medicinais sdo dotadas de um potencial biologico diverso e
diversas classes de fitoquimicos ja sdo amplamente conhecidas por apresentarem
multiplos efeitos farmacoldgicos (Ekiert; Szopa, 2020).

Estudos clinicos e pré-clinicos comprovaram que os metabdlitos secundarios,
como alcaloides, terpenos, flavonoides, acidos fendlicos, lignanas, cinamatos e as
saponinas possuem efeitos farmacoldgicos diversos, sobretudo a nivel de Sistema
Nervoso Central (SNC) (Pina et al., 2021; Alvi et al., 2021).

Os monoterpenos, uma subclasse dos compostos terpenoides, sdo formados
por unidades repetidas de cinco carbonos denominadas isoprenos. Sua biossintese
tem inicio a partir do acetil-CoA, que participa de diversas rotas biossintéticas,
incluindo a via do acido mevalbnico, logo os terpenoides é referida como produto da
via do acido mevaldnico (De La Pefia; Sattely, 2021). O processo envolve a sintese
de intermediarios fundamentais: o difosfato de isopentenil (DFI) e o difosfato de
dimetilalilo (DFDMA). A partir deste ponto, a condensagao dessas duas unidades de
isopreno da origem a um esqueleto de 10 carbonos, gerando o geranil difosfato (GDF),
precursor imediato de todos os monoterpenos (Zielinska-Btajet; Feder-Kubis, 2020).

Diversos monoterpenos e seus derivados ja foram estudados em relagao as
suas atividades farmacolégicas diversas, como propriedades anti-inflamatoria,
antioxidante, antimicrobiana e antitumoral (Kong et al., 2025). Alguns monoterpenos
ja possuem atividade antiepiléptica conhecida, tendo apresentado efeitos em roedores
em doses que variam de 25 a 400 mg/kg, como o Carveol, a Carvona, o Linalol, o
Limoneno, o Timol, o Terpineol, o Borneol, o Citral, o Tetrahidrolinalol, o Geraniol, o
Mentol, o Citronelol e o Citronelal (Souto-Maior et al., 2016; Bianchini et al., 2017; Seo
et al., 2020; Pina et al., 2021; Alvi et al., 2021; Nesrtekina et al., 2021; Wang et al.,
2023; Fonséca et al., 2024; Chowdhury et al., 2024).

Alguns destes efeitos in vivo ja estdo mais elucidados e os possiveis

mecanismos de agdo envolvem multiplos alvos, como o timol que age por via
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GABAérgica e também atua na neuroinflamacgéao e no sistema antioxidante (Bianchini
et al., 2017). O terpineol também age por via GABAérgica promovendo o efeito
antiepiléptico, mas também possui interagdo com as vias opioide e serotoninérgica,
além de influenciar nos niveis de GSH (Pina et al., 2021).

O mentol, por sua vez, ja possui agao sobre a via GABAérgica conhecida,
assim como o limoneno, o carvacrol e o tetrahidrolinalol, o que denota a importancia
da via GABAérgica para o efeito antiepiléptico e neuroprotetor dos monoterpenos
(Bianchini et al., 2017; Seo et al., 2020; Fonséca et al., 2024).

No contexto dos monoterpenos com potencial farmacolégico a nivel de SNC,
a citronela vem sendo estudada como importante fonte de fitoquimicos dotados de
potencial biolégico relevante. A citronela é uma planta herbacea pertencente ao
género Cymbopogon, conhecida principalmente por suas propriedades aromaticas e
repelentes. Existem diferentes espécies de citronela, sendo as mais conhecidas a
Cymbopogon nardus e a Cymbopogon winterianus. Essa planta é originaria da Asia e
amplamente cultivada em paises como india, Indonésia, Sri Lanka e Brasil, tanto para
fins comerciais quanto medicinais (Salsabila et al., 2023; Somala et al., 2023; Rammal
et al., 2024). O dleo essencial (OE) extraido das suas folhas € rico em compostos
como citronelal, geraniol e citronelol, responsaveis por seu aroma caracteristico citrico
e por suas propriedades biolégicas (Andrade et al., 2021; Jawaid et al., 2023; Salsabila
et al., 2023)

Do ponto de vista farmacologico, estudos tém demonstrado que a citronela
possui propriedades antimicrobianas, antifungicas e anti-inflamatérias, ampliando
suas aplicagdes na fitoterapia (Jawaid et al., 2023; Butzge et al., 2023). Na literatura,
o citronelal e seus derivados apresentam efeitos potenciais no SNC, como atividade
ansiolitica e sedativa, antiepiléptica e antinociceptiva em modelos experimentais com
roedores (Andrade et al., 2021; Costa et al., 2023; Chowdhury et al., 2024; Fonséca
et al., 2024).

O hidroxicitronelal (HC) (3,7-dimetil-7-hidroxioctanal) € um monoterpeno
utilizado como ingrediente de fragrancias e € encontrado em uma ampla variedade de
produtos. O HC é utilizado na industria de cosméticos, saneantes e inseticidas. Este
composto é produzido principalmente na Unido Europeia, em uma frequéncia
aproximada de 88 toneladas/ano (Andrade et al., 2021; Api et al., 2022). O HC pode
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ser obtido a partir da hidroxilagao do citronelal, seu precursor quimico encontrado na

citronela (Cymbopogon spp.), como mostra a figura 3.

Figura 3. Sintese do Hidroxicitronelal (HC) a partir do Citronelal.

Descrigao: A mistura racémica dos isdmeros R-Citronelal e S-Citronelal (Citronelal — imagem
da esquerda) pode ser convertida em Hidroxicitronelal (imagem da direita) por meio de uma
reacao simples de hidroxilagéo.

Fonte: Adaptado de Andrade et al., 2021.

Na literatura, o HC ainda nao possui muitos trabalhos que abordem as suas
propriedades farmacoldgicas, mas o derivado ja possui bastante relevancia na
industria de cosméticos e saneantes (Svedman et al., 2003). Entretanto, o trabalho de
Silva et al. (2017) avaliou os possiveis potenciais farmacologicos tedricos do HC de
forma in silico e verificou que a substancia apresenta possivel efeito antioxidante, o
que poderia contribuir para uma atividade neuroprotetora. Ademais, estudos recentes
destacam um efeito farmacolégico importante do HC a nivel de SNC.

O estudo de Andrade et al. (2021) investigou o efeito ansiolitico-simile do HC
em roedores (camundongos Swiss albinos machos) e, no trabalho em questéo, é
possivel verificar que o HC possui efeito ansiolitico in vivo por via intraperitoneal (i.p)
e que este efeito esta relacionado com a via GABAérgica - quando analisados os
resultados do estudo in silico e in vivo - assim como os benzodiazepinicos.

Farmacos com perfil benzodiazepinico frequentemente apresentam efeito
antiepiléptico em humanos e sao utilizados em associagao com outros farmacos nos
esquemas terapéuticos no tratamento da epilepsia (Penovich et al., 2024). Dessa
forma, é possivel que o HC também possua efeito antiepiléptico, uma vez que a via
GABAérgica é essencial na terapia antiepiléptica e varios farmacos das classes dos

BDZ e dos barbituricos possuem tal efeito.
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Ademais, o trabalho de Andrade et al. (2021) também avaliou as propriedades
farmacocinéticas e téxicas (ADMET) do HC por meio de ferramentas como
SwissADME e pkCSM e constatou que a molécula possui valores satisfatérios para
todos os parametros avaliados e que ela obedece aos critérios de LIpinski (“regra dos
5” de Lipinski), o que torna o HC um importante candidato a farmaco e ao tratamento
por via oral (Andrade et al., 2021; Da Silva et al., 2022).
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3. OBJETIVO

3.1. Objetivo geral

Avaliar os efeitos antiepiléptico e neuroprotetor do hidroxicitronelal por meio

de metodologias in silico e in vivo.

3.2. Objetivos especificos

In silico

a) Realizar estudo in silico da possivel interagao quimica entre o hidroxicitronelal
e importantes alvos terapéuticos para as epilepsias por meio de docking
molecular,;

In vivo

b) Investigar a toxicidade oral aguda e estimar a DLso oral do hidroxicitronelal por
meio do protocolo n° 423 da OECD;

c) Avaliar o efeito antiepiléptico e neuroprotetor do hidroxicitronelal no modelo
de crises epilépticas induzidas por pentilenotetrazol;

d) Determinar a curva dose-resposta do efeito antiepiléptico e neuroprotetor do
hidroxicitronelal no modelo de crises epilépticas induzidas por
pentilenotetrazol,

e) Dosar marcadores do estresse oxidativo e do sistema antioxidante através da
quantificacdo de substancias reativas ao nitrito e a glutationa reduzida (GSH)
em hipocampo de camundongos pré-tratados com o hidroxicitronelal e
submetidos ao modelo agudo de crises epilépticas induzidas por
pentilenotetrazol,

f) Investigar os efeitos antiepiléptico e neuroprotetor do hidroxicitronelal em
camundongos submetidos ao modelo subcronico de abrasamento quimico
(kindling);

g) Realizar estudo histoldgico do parénquima e do estroma dos cortex cerebrais
dos animais submetidos ao modelo subcrdénico de abrasamento quimico
(kindling);
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4. MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido por meio de metodologias in silico e in
vivo no intuito de investigar o possivel potencial antiepiléptico e neuroprotetor do

hidroxicitronelal, seguindo o design experimental que consta na figura 4.

Figura 4. Design experimental para as metodologias in silico e in vivo.

hidroxicitronelal

!

[ Revisao de literatura ]

A

{ Potencial antiepiléptico do J

|
[ Estudo in silico ] { Estudo in vivo ]
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I 1
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—————————— I 1

( GABAA, AMPA, NMDA, —
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'\ 1.6, SV2A e GAT-1

Fonte: autor (2025).

4.1. Estudo in silico

4.1.1. Docking molecular

O docking molecular foi realizado por meio do software Molegro Virtual Docker
(MVD) v.6.0, utilizando as configuragbes padrbes do software, em parceria com o
Laboratério de Quimioinformatica da UFPB. As estruturas cocristalizadas foram
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obtidas do Protein Data Bank (PDB) para os diversos alvos envolvidos na terapia
antiepiléptica. Foram feitas simulagcdes computacionais para avaliar a possivel
interagdo quimica entre o HC e os alvos selecionados. Todos os compostos de agua
e cofatores foram excluidos da estrutura da enzima.

Os alvos foram selecionados do PDB, também, de acordo com a sua
resolucéo (< 4.0 A) (tabela 1). O procedimento de acoplamento foi realizado usando
uma GRID de 15 A de raio e 0,30 de resolugéo, cobrindo o local de ligagdo do ligante
para as estruturas e os resultados foram obtidos em valores de energia em kcal/mol.
antes do docking molecular, a etapa de redocking foi realizada, a fim de avaliar a
precisdo e confiabilidade dos resultados a partir do Root-Mean-Square Deviation
(RMSD). O RMSD ¢ uma etapa importante para verificar se o algoritmo utilizado foi
capaz de produzir a pose correta e valores < 2 A s&o considerados satisfatorios (Da
Silva et al., 2022; Fonseca et al., 2024) .

Tabela 1. Proteinas-alvo coletadas no Protein Data Bank.

Proteina-alvo PDB (ID) | Resolugao Ligante RMSD
AMPAR 1MY?2 1,80 A Perampanel -
Cav1.2 8FD7 3,10 A Gabapentina 0.235
GABAA 6X3U 3,50 A Flumazenil 0.357
GABAA 6X3W 3,30 A Fenobarbital 0.145
GABAA 6X3X 2,92 A Diazepam 0.360
GAT-1 TZ 3,20 A Tiagabina 0.145
KCNQ2 7CR2 3,20 A Retigabina 0.400
Nav1.6 8FHD 3,10 A Fenitoina -
NMDARr 7EO0Q 3,50 A Felbamato -

SV2A 8JLI 3,30 A Levetiracetam 0.274

Nota: Os valores de RMSD nao foram considerados para o receptor AMPAR, Nay1.6 e NMDA
por ndo possuirem os ligantes desejados cocristalizados disponiveis no PDB.

Fonte: autor (2025).
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4.2, Estudo in vivo

4.2.1. Animais e aspectos éticos

Foram utilizados camundongos (Mus musculus) Swiss albinos machos,
pesando entre 25 e 30g, com aproximadamente 6 semanas de idade, provenientes
da Unidade de Producédo Animal (UPA) do Instituto de Pesquisa em Farmacos e
Medicamentos (IPeFarM). Todos os procedimentos experimentais foram previamente
aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPB, sob o
certificado de numero 1381250225 (ID 002408) (ANEXO I).

Na sala de manutencdo da UPA-IPeFarM, os animais foram alojados em
gaiolas de polietileno. Estes permaneceram sob temperatura controlada (21 + 1° C),
tendo livre acesso a racéo tipo pellets e agua disponivel em garrafas de polietileno,
com bico de inox, encaixadas na parte superior da grade metalica da gaiola e sendo
submetidos a um ciclo claro/escuro de 12 horas, sendo a fase clara das 6:00 as 18:00.
Os camundongos foram privados de agua e ragao 60 minutos antes dos testes.

Todos os procedimentos experimentais seguiram rigorosamente as normas
brasileiras da Lei no 11.794 de 08 de outubro de 2008 (Lei Arouca), que dispde sobre
procedimentos para o uso cientifico de animai e de acordo com os Principios Eticos
em Pesquisa Animal, dispostos na RN 30/2016 CONCEA/MCTI e no Guia Brasileiro
de Producgao, Manutencdo ou Utilizacdo de Animais em Atividades de Ensino ou
Pesquisa Cientifica — CONCEA, 2023.

Os animais utilizados na maior parte dos protocolos foram eutanasiados pelo
meétodo de superdose de anestésicos, com a administracdo de solucédo de cetamina
(300 mg/kg) e a xilazina (30 mg/kg), em dose suficiente para eliminar o reflexo
corneal. Apds a auséncia do reflexo corneal, foi administrado 2 mmol/kg de cloreto
de potassio, seguido de deslocamento cervical de acordo com a Resolu¢cado CONCEA
n° 37/2018. Os animais que tiveram partes do cérebro retiradas apds os testes das
crises epilépticas induzidas por pentilenotetrazol, foram eutanasiados pelo método
fisico de decapitagao, utilizando-se a guilhotina (Res. CONCEA n°® 37/2018). Isso se
deu pelo fato de o estudo antioxidante, presente no experimento, ter como objetivo
observar as alteragdes bioquimicas que o experimento, juntamente com a substancia

teste, pudessem causar no cérebro dos animais (Zhu et al., 2014).
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4.2.2. Drogas e tratamentos

O hidroxicitronelal, gentilmente cedido pelo Prof. Dr. Damido Pergentino
(DCF/UFPB), foi preparado em solugéo salina (NaCl 0,9 %) com adigdo de Tween 80
a 2 %. O veiculo foi preparado com solugéo salina (NaCl 0,9%) em Tween 80 a 2% e
as demais solucdes foram produzidas de acordo com protocolos de preparo
padronizados no Laboratério de Psicofarmacologia - IPeFarM/UFPB. O
pentilenotetrazol (PTZ) e o diazepam (DZP) utilizados na curva dose-resposta e no
abrasamento quimico foram obtidos a partir da Sigma-Aldrich®. Todos os animais
submetidos ao estudo in vivo receberam tratamento v.o. e/ou i.p. na propor¢ao de 0,1

mL/10 g de peso corporal.

4.2.3. Investigacao da toxicidade oral aguda e estimativa da DLso.

O protocolo da OECD (Organisation for Economic Co-operation and
Development) - “Guidelines for testing of chemicals” n.° 423/2001 foi adotado para a
investigacao da toxicidade oral aguda e estimativa da DL50 do hidroxicitronelal (HC).
A dose definida para inicio dos testes foi a de 300 mg/kg, como estabelece o protocolo
(Anexo Il). Dessa forma, os animais de um grupo foram tratados com veiculo (salina
a 0,9% 10 mL/kg, v.0.) e de outro com HC (300 mg/kg, v.0.) e os mesmos foram
submetidos a observacgao nos intervalos de 5, 15, 30, 60, 90, 120, 150, 180, 210 e
240 min e durante 14 dias seguidos.

Os animais foram avaliados quanto aos efeitos farmacoldgicos gerais,
previamente descritos por Malone e Robichaud (1962) (estimulante ou depressor
central), e possiveis sinais de toxicidade e/ou letalidade. Apds realizada a analise
durante os 14 dias, a depender do numero de mortes de animais, 0s mesmos
parametros devem ser adotados em uma nova analise com uma dose maior (2000
mg/kg) ou menor (50 mg/kg), o que se segue até que a substancia se enquadre em
uma faixa de DLso estipulada pelo protocolo da OECD. Ao final das analises, os
animais foram eutanasiados e os érgéos (encéfalo, coragao, figado, rins, pulméo,

baco e estbmago) foram coletados para analise morfolégica macroscoépica.
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4.2.4. Modelo de crises epilépticas induzidas por pentilenotetrazol

O pentilenotetrazol (PTZ) € uma ferramenta farmacolégica quimica indutora
de crises epilépticas, frequentemente utilizada como padrdo-ouro na triagem
preliminar na investigagdo de novas drogas com potencial anticonvulsivante
(Yuskaitis et al., 2021; Guedes et al., 2022). Dessa forma, no protocolo foram
utilizados 6 grupos de oito animais, divididos em: controle (1), que recebera apenas
o veiculo (salina a 0,9% 10 mL/kg, v.0.), padrao positivo (2), que recebera Diazepam
(DZP 5 mg/kg i.p.); e trés grupos com diferentes doses de hidroxicitronelal (HC) (3-5)
definidas com base na DLso oral (200, 100 e 50 mg/kg) e grupo basal (6), utilizado
nas analises neuroquimicas.

Decorridos 60 minutos, os animais receberam a administracdo do PTZ
(Sigma-Aldrich, E.U.A.) na dose de 85 mg/kg (i.p.) e, imediatamente apos a inje¢cao
de PTZ, os animais foram analisados por um periodo de 15 minutos quanto aos
seguintes parametros: laténcia para o primeiro espasmo mioclénico (a), laténcia para
convulsdo tdnico-clénica generalizada (b), duragdo da convulsdo tdnico-clénica
generalizada (c), laténcia para a morte (d) (Erum; Van Dam; De Deyn, 2019; Monteiro
et al.,, 2024). O experimento e as analises neuroquimicas posteriores ocorreram

conforme esquema presente na figura 5.

4.2.4.1. Determinagéo da curva dose-resposta no modelo de crises epilépticas
induzidas por pentilenotetrazol

A partir da triagem de doses realizada no modelo agudo de crises epilépticas
induzidas por PTZ, novas doses foram selecionadas no intuito de se determinar a
curva dose-resposta do HC, as quais foram testadas de forma decrescente (50 % da
dose anterior) a partir da dose de 50 mg/kg (25, 12,5 e 6,25 mg/kg) (figura 5). Os
animais receberam as administracdes orais de HC nas referidas doses e, decorridos
60 minutos, receberam a administragdo do PTZ (Sigma-Aldrich, E.U.A.) na dose de
85 mg/kg (i.p.) e, imediatamente apds a injecdo de PTZ, os animais foram analisados
por um periodo de 15 minutos quanto aos seguintes parametros: laténcia para o
primeiro espasmo mioclénico (a), laténcia para convulsdo ténico-clénica generalizada
(b), duragdo da convulséo tonico-clénica generalizada (c), laténcia para a morte (d)

(Erum; Van Dam; De Deyn, 2019; Monteiro et al., 2024).
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Figura 5. Modelo agudo de Crises Epilépticas induzidas por PTZ.
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Imagem: feito com o Biorender.com.
Legenda: LPE: Laténcia para o Primeiro Espasmo Mioclénico; LCTCG: Laténcia para
a Primeira Crise Epiléptica Tonico-Clénica Generalizada; DC: Duragao das Crises; e
LM: Laténcia para Morte.

Fonte: autor (2025).

4.2.5. Analises neuroquimicas: quantificacdo de componentes do sistema
antioxidante

Os animais submetidos ao modelo de crises epilépticas induzidas por
pentilenotetrazol foram eutanasiados pelo método da guilhotina, uma vez que a
administracdo de superdose de anestésicos pode influenciar as analises
neuroquimicas (Monteiro et al., 2024) e, em seguida, foram removidos os cérebros
para dissecagdo dos hipocampos. Os grupos selecionados para realizagdo da
quantificacdo dos niveis de glutationa reduzida (GSH) e nitrito foram os seguintes:
basal (1); controle (2); padrdo — DZP 5 mg/kg (3); e HC 100 mg/kg (4). Em seguida,

os hipocampos foram tratados e avaliados de acordo com as seguintes metodologias:
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4.2.5.1. Glutationa reduzida (GSH)

Este teste foi executado de acordo com a metodologia de Sedlak e Lindsay,
1968, baseado na reagao do reagente de Ellman (DTNB-5,5"-Dithiobis(2-nitrobenzoic
acid), com os grupos tiois. A area cerebral foi diluida em EDTA 0,02M (10%) e
misturada com solucdo de 4cido tricloroacético (50%). Em seguida, as amostras
foram centrifugadas (3000rpm/15min). O sobrenadante foi coletado e misturado com
tampao HCI (0,4M; pH 8.9) e DTNB (0,01M). A concentragdo de GSH (ng de GSH/g

tecido) foi determinada por espectrofotometria (412nm).

4.2.5.2. Determinacé&o de nitrito

Os niveis de nitrito na regido cerebral do camundongo foi determinada pela
reacao de Griess (Green; Goldman, 1981; Radenovic; Selakovic, 2005; Monteiro et
al., 2024). O homogenato foi centrifugado (800g/10min), o sobrenadante coletado e
adicionado o reagente de Griess (sulfonamida 1%/N-(1-naftil) hidrocloreto de
etilenodiamina 0.1%/acido fosforico 5%/agua destilada, 1:1:1:1) e incubado, em
temperatura ambiente, por 10min. A concentragao de nitrito foi expressa em nM de

nitrito/g de tecido e absorbancia das amostras determinada a 560nm.

4.2.6. Modelo do abrasamento quimico (kindling quimico)

O kindling € modelo subcrénico de abrasamento quimico que objetiva
instaurar um processo epileptogénico no animal, ocasionando crises epilépticas
espontaneas por meio de estimulos subconvulsivantes repetitivos. Substancias com
efeito antiepiléptico neste modelo de abrasamento quimico, provavelmente
apresentarao este efeito em quadros de epilepsia do lobo temporal, crises parciais e
complexas em humanos (Dhir, 2012; Singh; Mishra; Goel, 2021; Monteiro et al.,
2024).

Os animais foram distribuidos em quatro grupos (n=8) e em dias alternados,
em um periodo de 21 dias, receberam diferentes administragdes. Um grupo recebeu

apenas o veiculo (salina a 0,9% 10 mL/kg, v.0.), um grupo basal ndo recebeu
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administragao de PTZ, outro recebeu HC 100 mg/kg, v.o e o grupo padrao recebeu o
diazepam (5 mg/kg, i.p).

Em dias alternados as administragées cada animal recebeu uma injegao de
PTZ em dose subativa (35 mg/kg, i.p.) (Dhir, 2012) e foi observado quanto aos
seguintes parametros: laténcia para o primeiro espasmo mioclénico (a), laténcia para
convulsdo tonico-clénica generalizada (b), duragdo da convulsdo tdnico-clénica
generalizada (c), laténcia para a morte (d). Ao final do periodo de administragdo, os
animais foram eutanasiados e os encéfalos foram removidos para posteriores

analises histopatoldgicas, conforme aponta o esquema da figura 6.

Figura 6. Design experimental do modelo subcrbénico de abrasamento quimico
(kindling).
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Imagem: feito com o Biorender.com.

Descrigao: o esquema mostra o design experimental do modelo do abrasamento
quimico, no qual os animais receberam, em dias alternados (dias impares),
administragdes de PTZ 35 mg/kg para indugao de epileptogénese durante 21 dias e
foram avaliados por 15 minutos. Ao final, foram eutanasiados e os encéfalos foram
coletados para a analise histoldgica.

Legenda: LCTCG: Laténcia para a Primeira Crise Epiléptica Tonico-Clonica
Generalizada; EMC: Estagio Médio de Convulsao.

Fonte: autor (2025).
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4.2.7. Analise histolégica dos encéfalos de animais submetidos ao kindling

As analises histopatoldgicas dos encéfalos foram realizadas em parceria com
o Laboratério de Patologia Geral da UFPB. Os animais submetidos ao modelo de
abrasamento quimico (kindling) que sobreviverem ao protocolo subcrénico foram
eutanasiados e, posteriormente, seus encéfalos foram coletados e conservados em
solugao de formaldeido a 10% em tampéo fosfato — PBS (pH 7,4) para posteriores
analises histologicas do parénquima cerebral. a fim de se avaliar uma possivel agao
do HC 100 mg/kg na diminuigdo do dano gerado na indug&o da epileptogénese, em
comparagao com o grupo tratado apenas com o veiculo, com o grupo padrao (DZP 5
mg/kg) e com o grupo basal. Cortes sagitais foram feitos em intervalos de 1 mm,
obtidos a partir de um corte inicial préximo aos corpos mamilares.

Para o estudo microscépico, sec¢des do hipocampo de 4 uM foram feitas,
coradas em hematoxilina e eosina (HE) e analisadas com auxilio de um microscopio
optico em um aumento de 40x. Os campos foram analisados quanto ao tamanho,
forma e afinidade tintorial dos neurdnios e quanto a presenga ou auséncia de reagao
glial (Monteiro et al., 2024).

4.2.8. Tratamento estatistico dos dados

A normalidade e a homogeneidade dos dados foram verificadas pelos testes
de Shapiro-Wilk e de Brown Forsythe, respectivamente. Para os dados paramétricos,
foi feita a Analise de Variancia (ANOVA) de uma ou duas vias seguida do teste de
Tukey. Para os dados nao-paramétricos, utilizaremos o teste de Kruskal Wallis
seguido do teste de Dunn. Os resultados foram apresentados como média £ erro
padrao da média (e.p.m) ou como mediana e intervalo interquartil. Valores de p<0,05

foram considerados estatisticamente significativos.
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5. RESULTADOS

5.1. Estudo in silico

5.1.1. Docking molecular

No estudo computacional, foi possivel observar que o hidroxicitronelal (HC)
apresenta interacdo molecular satisfatéria com alguns alvos relacionados com a
fisiopatologia e com a farmacoterapia da epilepsia, como mostra a tabela 2.

No docking molecular, os trés parametros considerados (Plants Score, Rerank
Score e Moldock Score) possuem métricas diferentes para analise da interagao
molecular entre a molécula e os alvos proteicos. Dessa forma, os melhores alvos
foram selecionados considerando a somatéria dos parametros, através da
normalizacao dos dados, a qual foi feita por meio do calculo do consensus. Analisando
0 consensus, consideramos como melhores interagcdes aquelas em que o valor foi
superior a 0,50. Assim, os alvos moleculares em que o HC interagiu de maneira mais
satisfatdria, em comparagao ao farmaco padrao correspondente, foram os seguintes:
NMDAR, SV2A, Cav 1.2, KCNQ2, Nav 1.6 e GABAA, como é possivel observar na
tabela 2.

Tabela 2. Valores de Score e consensus para as simulacdes in silico de interagao
molecular entre o HC e possiveis alvos farmacoldgicos.

Plants Plants ReRank ReRank Moldock Moldock Cons.

Alvos Ligantes Score  Cons. Score  cops. Score Cons.

Perampanel -605.38 1.00 -150.12 1.00 -132.65 1.00 1.00

AMPAR
Hidroxicitronelal -148.39 0.25 -86.38 0.58 -73.00 0.55 0.46
c Gabapentina  -549.49 1.00 -81.14 1.00 -77.96 1.00 1.00

av1 2
Hidroxicitronelal -259.12 0.47 -47.75 0.59 -50.52 0.65 0.57
Flumazenil -546.16 1.00 -102.67 1.00 -81.88 1.00 1.00

GABAA
Hidroxicitronelal -184.42 0.34 -60.49 0.59 -50.32 0.61 0.51
Fenobarbital -553.05 1.00 -71.49 1.00 -66.86 1.00 1.00

GABAA
Hidroxicitronelal -198.91 0.36 -44 59 0.62 -41.04 0.61 0.53
GABAA Diazepam -563.75 1.00 -118.60 1.00 -100.68 1.00 1.00

52



Hidroxicitronelal -169.24 0.30 -63.17 0.53 -55.85 0.55 0.46
Tiagabina -549.70 1.00 -102.64 1.00 -84.28 1.00 1.00
GAT-1
Hidroxicitronelal -156.36 0.28 -49.71 0.48 -43.82 0.52 0.43
Retigabina -563.92 1.00 -85.70 1.00 -79.22 1.00 1.00
KCNQ2
Hidroxicitronelal -194.60 0.35 -59.38 0.69 -52.19 0.66 0.57
Fenitoina -554.59 1.00 -91.05 1.00 -72.63 1.00 1.00
Nav1 .6
Hidroxicitronelal -159.90 0.29 -50.22 0.55 -47.01 0.65 0.50
Felbamato -530.95 1.00 -85.31 1.00 -75.16 1.00 1.00
NMDAR
Hidroxicitronelal -244.95 0.46 -60.36 0.71 -51.01 0.68 0.62
Levetiracetam -542.28 1.00 -62.39 1.00 -53.29 1.00 1.00
SV2A
Hidroxicitronelal -303.22 0.56 -46.08 0.74 -47.74 0.90 0.73

Fonte: dados da pesquisa (2025).

5.1.1.1. Participagédo da via GABAérgica

Em relagao as interagdes quimicas com os alvos, para o receptor GABAa, o
HC apresentou varias interagbes moleculares com residuos de aa. do alvo (quadro 2).

Em relagdo ao alvo 6X3U, em comparagao com o flumazenil, os residuos de
aminoacidos que tanto o HC como o padrao interagiram foram os seguintes: Phe77,
Tyr160, Tyr210, His102 e Ser206. Ja para o alvo 6X3W, em comparagdo ao
fenobarbital, as interagdes similares foram com os residuos Leu223 e Pro228.

Por fim, para o alvo 6X3X, em relagdo ao diazepam, foram com os seguintes
aa.: Met227, Leu231 e Phe304. Também é possivel observar que o HC ndo possui
nenhuma interagcéo desfavoravel com o alvo GABAA para nenhuma das conformagdes
avaliadas.

Considerando a similaridade entre as interagbes com os varios residuos de
aa. elencados e os valores de energia livre e Score, é possivel concluir que a via
GABAérgica pode ser um importante alvo farmacolégico para o HC. Na figura 7, &

possivel observar cada interacdo em mais detalhes.
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Quadro 2. Interagdes quimicas com residuos de aminoacido do receptor GABAA.

Pi- Empilha- | Ligacao Ligacao R _
Ligante alquila | Mento de carbono- | Vander | Halogé- | Nao-
a pi-pi | hidrogénio | hidrogénio | Waals nio | favoravel
GABAA (6X3U)
Phe77, Ser206 | His102 -
Flumazenil Tyr58 Tyr160, Thr142 Ser205
Tyr210
Phe 77, Ser159, -
Tyr 160, Ser206, -
Hidroxicitronelal Tyr 210, - - - Thr207
Phe
100,
His102
GABAA (6X3W)
Pro228,
Fenobarbital Met227, - Leu223 z':é%?’ -
Phe304
Met227,
Leu231, - - -
, - Arg284, Leu223,
Hidroxicitronelal Val300, - - Pro228
Phe304
1le305
GABAA (6X3X)
Met227,
Diazepam Leu223, i i GIn224, Leu231, - -
Pro228 Thr277 Ser280,
Phe304
Met227, Leu223, -
Hidroxicitronelal | Fr0228; i Ser280 Gn224 | Thr277
Leu231,
Phe304

Fonte: autor (2025).

Figura 7. Interacées moleculares 2D e 3D do HC com o receptor GABAaem diferentes
posicdes em comparagao com 0s padroes positivos.
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Legenda dos tipos de interacdo quimica:

[ ] van der waals

[ salt Bridge
[ ] Pi-Alkyl

I conventional Hydrogen Bond [Jll Carbon Hydrogen Bond

I Pi-pi Stacked

E Unfavorable Bump

"] Halogen (cl, Br, 1)

Fonte: autor (2025).

5.1.1.2. Participagdo do canal de potassio (Kv 2.7 — KCNQ2)

Para a via KCNQ2, o HC apresentou interagdo satisfatéria no docking
molecular em comparacgao a retigabina. Quando comparado ao farmaco retigabina em
relagdo as possiveis interacbes com os residuos de aa. para o alvo KCNQ2, o HC
demonstrou interagdes similares para os residuos Pro308, Phe240 e Trp236 (quadro
3). Também é possivel observar que o HC n&o possui nenhuma interagao desfavoravel
com o alvo KCNQ2.

Quadro 3. Intera¢des quimicas com residuos de aminoacido do canal KCNQ2.

_ Pi- Empilha-| Ligacao Ligacao Van Salt- No-
Ligante alauila mento de carbono- der bridae | favoravel
q pi-pi | hidrogénio [ hidrogénio | Waals 9
KCNQ2
L Trp236, Trp236, Trp236,
Retigabina | Pro308 | ppoosg | Phe3os | Phe3os | - - -
Phe240,
Hidroxicitronelal | Phe305, - - Trp236 - - -
Pro308

Fonte: autor (2025).
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Dessa forma, é possivel concluir que a via do canal de potassio KCNQ2 pode
ser um importante alvo farmacolégico para o HC. Na figura 8, € possivel observar cada

interacédo 2D e 3D em mais detalhes.

Figura 8. Interagdes moleculares 2D e 3D do HC com o Canal de Potassio (KCNQ2)
em comparagéo com a retigabina.

Hidroxicitronelal Retigabina
K565
X508 :
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A:240 N
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Legenda dos tipos de interagdo quimica:

|| van der waals I Conventional Hydrogen Bond [Jill Carbon Hydrogen Bond
[ salt Bridge I Pi-Pi Stacked 7] Halogen (cl, Br, T)
[ ] Pi-Alkyl ! Unfavorable Bump

Fonte: autor (2025).

5.1.1.3. Participacdo do canal de calcio (Cav 1.2)

O canal Cav1.2 pode ser um dos alvos envolvidos no possivel efeito do HC,
uma vez que o HC apresenta ligagcdes similares para os residuos de aa. Trp207,
Trp245, Tyr219, Tyrd52 e Leud456, como mostra o quadro 4, apresentando apenas

uma ligagédo quimica nao-favoravel com o alvo.
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Quadro 4. Interagcdes quimicas com residuos de aminoacido do canal Cav1.2.

pi. | Empilha- | Ligagéo Ligagao Van Salt- Néo-
Ligante alquila | Mento de carbono- | der | bridge | favoravel
q pi-pi | hidrogénio | hidrogénio | Waals
Cavl.2
Trp207, - Arg243, -
Gabapentina Val209, ) Trp245, ) Asp454,
Tyr219, Tyr452 Asp493
leu456
Trp207, - Tyr238
Tyr219,
Trp225,
, - Tyr238,
Hidroxicitronelal Tyr245. - Trp245 -
Tyr452,
Ala455,
Leu456

Fonte: autor (2025).

E possivel observar que o HC consegue interagir com importantes residuos

de aa. do alvo Cav1.2. Na figura 9, é possivel observar cada interagdo 2D e 3D em

mais detalhes.

Figura 9. Interagdes moleculares 2D e 3D do HC com o Canal de Calcio (Cav 1.2) em
comparagao com a Gabapentina.

Hidroxicitronelal

Gabapentina
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Legenda dos tipos de interacdo quimica:

|| van der waals
[ salt Bridge
[ ] Pi-Alkyl

I conventional Hydrogen Bond il Carbon Hydrogen Bond

I Fi-Pi Stacked "] Halogen (Cl, Br, T)
! Unfavorable Bump

Fonte: autor (2025).

5.1.1.4. Participagdo do canal de sodio (Nav 1.6)

Para o canal de sddio Nav1.6 o HC apresentou interagao satisfatoria no
docking molecular, como é possivel visualizar nos valores de Moldock Score em
relacdo ao padrao fenitoina. Em relagao as interagbes quimicas (quadro 5), o HC
apresentou interagdo com residuos de aa. que coincidem com as interacbes da
fenitoina para os seguintes residuos: Val1757, Phe1754 e Ser1753. Além disso, nao

foi observada nenhuma interacdo quimica desfavoravel com o alvo em questéo.

Quadro 5. Interagcbes quimicas com residuos de aminoacido do canal Nav1.6.

Pi. Empilha- | Ligagio Ligagao | Vander Néo-
Ligante ; mento de carbono- | Waals | favoravel
alquila . . . A s . n .
pi-pi hidrogénio | hidrogénio
Thr1703, Ser1704, -
Fenitoina | Lo > | Ser1753, ; ; Phe1754
Tyr1761
. . Phe1754, - -
Hidroxicitronelal Val1757 - - Ser1753

Fonte: autor (2025).
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Na figura 10, é possivel observar as interagdes quimicas com os residuos de
aa. em comparacao com o farmaco padrao fenitoina, na qual é possivel verificar a

auséncia de interacdes quimicas desfavoraveis.

Figura 10. Interagdes moleculares 2D e 3D do HC com o Canal de Sédio (Nav 1.6)
em comparacao com a Fenitoina.

Hidroxicitronelal Fenitoina
VAL Ao AdT57
A:1757

Legenda dos tipos de interagdo quimica:

|| van der waals I Conventional Hydrogen Bond [Jill Carbon Hydrogen Bond
[ salt Bridge I Pi-Pi Stacked "] Halogen (cl, Br, T)
[ ] Pi-Alkyl : Unfavorable Bump

Fonte: autor (2025).

5.1.1.5. Participagéo da via glutamatérgica

No docking molecular, foi possivel verificar que, para a via glutamatérgica, o
HC possui melhor interagcdo com o receptor NMDA. Em relagcdo as interagdes
quimicas, o HC apresentou interagao similar com varios residuos de aa. do AMPA e

do NMDA, como mostra o quadro 6. Para o receptor AMPA, as interacdes coincidentes
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entre HC e perampanel foram com os residuos Leu620, Phe623, Val792, Asn791 e

Asn619, sem interacdes desfavoraveis. Ja para o receptor NMDA, tanto o HC como o

felbamato interagiram com os residuos Ala650, Ala652 e Thr646.

Quadro 6. Interagcdes quimicas com residuos de aminoacido dos receptores AMPA e

NMDA.
Empilhamento | Ligagdo de JREED Vel Néo-
Ligante Pi-alquila i-bi hidroaénio | €areono- | der | favoravel
pI-p 9 hidrogénio | Waals
AMPA
Pro512,
Perampanel Pro520, Phe623, - Asn619 | Val792 -
Asn791
Leu620
Pro520,
Leu620,
Hidroxicitronelal Phe623, - Asn791 - Asn619 B
Leu787,
Val792
NMDAR
Ala650,
Felbamato Ala651. ; Thr648 TAT;%T;' ; -
Alab52
Alab47,
Hidroxicitronelal Alab50, - - Thr646 - -
Alab52

Fonte: autor (2025).

Assim, é possivel observar que o HC consegue interagir com importantes

residuos de aa. do alvo Cav1.2. Na figura 11, é possivel observar cada interagdao 2D

e 3D em mais detalhes.
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Figura 11. Interagées moleculares 2D e 3D do HC com os receptores AMPA e NMDA
em comparacao com o Perampamel e o Felbamato, respectivamente.
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Legenda dos tipos de interagcdo quimica:

|:] van der Waals [:l Conventional Hydrogen Bond |l Carbon Hydrogen Bond
7 salt Bridge I Pi-Pi Stacked 7] Halogen (Cl, Br, 1)
[ ] Pi-Alkyl Unfavorable Bump

Fonte: autor (2025).

5.1.1.6. Participagdo da Proteina Vesicular Sinaptica 2A (SV2A)

Em relagédo a proteina vesicular sinaptica 22 (SV2A), o HC apresentou bom
comportamento no docking molecular, quando comparado ao farmaco padrao
levetiracetam. Em relagdo a interagdo quimica (quadro 7) entre o composto e os
residuos de aa especificos, € possivel observar que o HC n&o apresentou nenhuma
interacao desfavoravel que limitasse a sua agao por essa via e que os residuos
Cys297, Trp300, Trp461, Trp666 e Asp670 foram pontos de interagc&o tanto para o HC

como para o padrao positivo.

Quadro 7. Interagdes quimicas com residuos de aminoacido da SV2A.

Van der Nao-

. Empilha : = Ligagao ;
g pi-pi 9 hidrogénio vel
SV2A
: Cys297, | Tyr461, - -
Levetiracetam Trp300 | Trp666 Asp670 -
Cys297, Asp670 -
Trp300,
. - Tyr461,
Hidroxicitronelal Tyra62, - - -
l1e663,
Trp666

Fonte: autor (2025).

Na figura 12, é possivel observar as interagdes 2D e 3D com a proteina SV2A

em comparacao ao farmaco levetiracetam em detalhes.
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Figura 12. Interagbes moleculares 2D e 3D do HC com a proteina SV2A em
comparagao com o Levetiracetam.
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Legenda dos tipos de interacdo quimica:

[ ] van der waals I conventional Hydrogen Bond [Jll Carbon Hydrogen Bond
7 salt Bridge I Pi-Pi Stacked 7] Halogen (cl, Br, 1)
[:l Pi-Alkyl ! Unfavorable Bump

Fonte: autor (2025).

5.1.1.7. Participagdo do Transportador de GABA do tipo 1 (GAT-1)

Em relagao ao alvo GAT-1, o HC n&o apresentou valores tao satisfatérios no
docking molecular, porém, alguns residuos de aa. com 0s quais o composto interagiu
coincidiram com os da tiagabina (quadro 8), a saber: Cys399, Gly63, Gly65 e Leu306.
Ademais, o HC apresentou uma interagdo desfavoravel com o residuo Tyr60.
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Quadro 8. Interagdes quimicas com residuos de aminoacido do GAT-1.
. | Empilha- | . . Ligagdo Van Salt- | Nao-
Ligante al Plljila mento h:g?g’agn(:g carbono- der | bridge | favora
q pi-pi g hidrogénio | Waals vel
GAT-1
, , Gly63, - Tyr60 -
Tiagabina Leu306 - Gly65 Cys399
. . Gly63, - Tyr60
Hidroxicitronelal | Cys399 - Gly65 - Leu306
Fonte: Autor (2025).

A seguir, é possivel visualizar as interagdes 2D e 3D do HC com o GAT-1 em

comparagao ao farmaco tiagabina (figura 13).

Figura 13. Interagdes moleculares 2D e 3D do HC com o receptor GAT-1 em

comparagao com a tiagabina.
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Legenda dos tipos de interagdo quimica:

|| van der waals
[ salt Bridge
[ ] Pi-Alkyl

I Conventional Hydrogen Bond [Jill Carbon Hydrogen Bond

7] Halogen (cl, Br, T)

I Pi-Pi Stacked
! Unfavorable Bump

Fonte: autor (2025).
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5.2. Estudo in vivo

5.2.1. Toxicidade oral aguda (OECD n° 423)

Inicialmente, os animais foram divididos em dois grupos, grupo controle
(veiculo) e experimental (HC 300 mg/kg). Na observacdo das alteragbes
comportamentais gerais e das manifestagbes autonOmicas e toxicas durante as
primeiras 4 horas de experimento, os animais do grupo HC 300 mg/kg nao
apresentaram sinais de toxicidade, mas apresentaram analgesia, tremores finos e
hipolocomogao leve em comparagéo ao grupo controle.

Decorridas as 4 horas iniciais, os animais seguiram em observagao por 14
dias seguidos, nao tendo sido observada nenhuma alteragcdo comportamental geral
no grupo HC 300 mg/kg, em relagdo ao grupo controle (veiculo). Passados os 14 dias
de observacdo, os animais foram eutanasiados e alguns 6rgaos (encéfalo, figado,
coragao, estbmago, rins e bago) foram removidos para analise macroscépica, néo
tendo sido detectada qualquer alteragdo em comparagao ao grupo controle.

De acordo com fluxograma contido no protocolo n.° 423 da OECD (2001) para
analise de toxicidade oral aguda (anexo 2), caso ndo houvesse nenhuma morte, ou
apenas um animal viesse a 6bito durante o experimento com a dose inicial (300
mg/kg), a dose mais alta poderia ser testada (2.000 mg/kg). Dessa forma, dois grupos
(controle — veiculo e HC 2.000 mg/kg) foram avaliados seguindo os mesmos
parametros da dose de 300 mg/kg, com o objetivo de enquadrar o HC em uma faixa
de toxicidade quando administrado por via oral.

Durante as primeiras 4 horas de experimento, os animais do grupo HC 2.000
mg/kg apresentaram sinais como analgesia, hipolocomocédo e tremores finos e
grosseiros. Passadas as primeiras 4 horas, nos 14 dias que se seguiram nao foi
possivel observar qualquer alteragdo comportamental entre o grupo experimental e o
controle.

Como n&o houve mortes em nenhum grupo que recebeu o HC (300 ou 2.000
mg/kg v.0), foi possivel classificar o HC como substancia de baixa toxicidade (anexo
2), como estabelece o protocolo n.° 423. Durante todo o experimento, o peso dos
animais foi avaliado para uma posterior analise ponderal, a fim de se detectar alguma

diferenga significativa em comparagao com o grupo controle na evolugdo ponderal
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(tabela 3). O consumo de agua e ragao foi controlado, tendo todos os grupos recebido
a mesma quantidade de agua e ragao durante todos os dias de tratamento.

No estudo, foi possivel verificar que os grupos controle (veiculo) e HC 300
mg/kg apresentaram ganho de peso durante os 14 dias de tratamento com o HC,
enquanto o grupo que recebeu a maior dose do protocolo (2.000 mg/kg) - mesmo sem
consumir menos agua ou ragao (o consumo foi controlado), apresentou perda de peso
em comparagao aos demais grupos tratados, como mostra o grafico 1 com a evolugéo

ponderal comparada entre os trés grupos.

Tabela 3. Pesos dos animais por dia de experimento no protocolo da OECD.
Grupos experimentais

Dia Veiculo HC 300 mg/kg HC 2.000 mg/kg
A1 A2 A3 Média A1 A2 A3 Média A1 A2 A3 Media
0 30,1 340 305 305 286 315 30,5 30,2 330 326 29,1 320
2 320 334 310 321 288 320 32,1 310 332 331 30,0 321
4 331 340 304 325 286 325 325 31,2 335 332 302 323
6
8

336 343 30,7 329 292 32,7 329 316 321 335 304 30,1
331 34,7 315 331 290 331 332 318 294 338 301 298
10 34,0 350 31,8 336 302 335 337 325 298 343 284 297
12 342 352 315 336 288 338 342 326 295 342 263 294
14 345 350 330 342 286 340 350 328 280 342 260 291

Fonte: dados da pesquisa (2025).

Grafico 1. Evolugdo ponderal dos grupos durante o protocolo da OECD.
36
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Descrigao: O Grafico apresenta os resultados da analise da evolugao ponderal dos animais
que receberam o hidroxicitronelal por 14 dias consecutivos. No gréfico, é representada a
meédia de cada grupo por dia de observacéo.

Fonte: dados da pesquisa (2025).
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5.2.2. Efeitos antiepiléptico e neuroprotetor do hidroxicitronelal no modelo agudo de
crises epilépticas induzidas por pentilenotetrazol

Apds a analise da toxicidade e a classificagdo do HC como substancia de
baixa toxicidade, as doses experimentais iniciais foram definidas em 10, 5 e 2,5 % da
dose maxima testada no protocolo da OECD (2.000 mg/kg), sendo, portanto, as doses
de 200, 100 e 50 mg/kg selecionadas para inicio dos testes com o HC. A partir dai e
tendo sido observada uma manutencao dos efeitos mesmo na menor dose, outras
doses foram utilizadas com o intuito de construir uma curva dose-resposta do efeito
antiepiléptico e neuroprotetor no modelo agudo de crises epilépticas induzidas por
PTZ (25, 12,5 e 6,25 mg/kg).

No modelo de crises epilépticas induzidas por PTZ, os animais foram
avaliados quanto a quatro parametros: Laténcia para o primeiro espasmo mioclénico;
laténcia para a primeira crise tbnico-clénica generalizada; duragdo das crises; e

laténcia para morte.

5.2.2.1. Efeito do HC sobre a Laténcia para o Primeiro Espasmo Mioclénico (LPE)

No LPE, todos os grupos apresentaram diferengca estatisticamente
significativa, quando comparados ao grupo controle (51,00 + 1,23 s), com exceg¢ao da
dose de 6,25 mg/kg (51.50 £ 6,90 s), que ndo apresentou diferenga do controle e,
portanto, foi a menor dose testada, como é possivel verificar no grafico 2. As doses
de 200 (142,70 £ 10,77 s) e 100 mg/kg (132,30 + 19,19 s) ndo apresentaram diferenca
estatistica entre si, apresentando o mesmo efeito em relacdo ao controle, com
aumento percentual de 179,8 e 159,4 %, respectivamente.

As doses mais baixas (50, 25 e 12,5 mg/kg) apresentaram diferenca
estatisticamente significativa (91,67 + 2,84; 96,83 + 5,97; 75,67 = 4,00 s,
respectivamente), com aumento percentual de 79,7, 89,7 e 48,4 % em relacdo ao
controle, mas também apresentaram diferenga em relagdo as maiores doses (100 e
200 mg/kg). O grupo que recebeu DZP 5 mg/kg, entretanto, ndo apresentou crises
epilépticas, sendo, portanto, diferente de todos os outros grupos testados. Dessa

forma, a melhor dose avaliada neste parametro foi a dose de 100 mg/kg.
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Grafico 2. Efeito do HC sobre a Laténcia para o Primeiro Espasmo Mioclonico.
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Descrigao: O Grafico apresenta os resultados da analise do efeito do hidroxicitronelal na
laténcia para o primeiro espasmo mioclénico. No grafico, é representada a média + erro
padrdo da média (E.P.M.) através da ANOVA de uma via seguido pelo teste de Tukey (post
hoc) e teste t ndo pareado. Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente
significativos.

Legenda: *“NC = nao convulsionou.

Fonte: dados da pesquisa (2025).

5.2.2.2. Efeito do HC sobre a Laténcia para a Primeira Crise Toénico-Clbnica
Generalizada (LCTCG)

De forma similar, no parametro LCTCG, os grupos experimentais que
receberam o HC em todas as doses apresentaram diferenca significativa em relagao
ao controle (45,17 £ 3,49 s) (grafico 3), com excegao da dose de 6,25 mg/kg (61,50 +
4,50 s), que serviu como ponto de perda do efeito do HC. Mais uma vez, os grupos
que receberam as doses de 200 (275,7 £ 17,13 s) e 100 mg/kg (239,50 + 24,12 s) néo
apresentaram diferenga entre si, com aumento percentual de 510,4 e 430,2 % em
relagdo ao controle, respectivamente.

As doses mais baixas (50, 25 e 12,5 mg/kg) apresentaram diferenca
estatisticamente significativa (167,70 + 13,14; 134,20 + 27,90; 126,30 £ 14,10 s,
respectivamente) em relagéo ao controle, com aumento percentual de 271,3, 197,1 e
179,6 %, mas também apresentaram diferenca em relagdo as doses de 100 e 200
mg/kg. O grupo que recebeu DZP 5 mg/kg, de maneira similar ao parametro anterior,

nao apresentou crises epilépticas, sendo, portanto, diferente de todos os outros
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grupos testados. Dessa forma, a melhor dose avaliada neste parametro também foi a

dose de 100 mg/kg.

Grafico 3. Efeito do HC sobre a Laténcia para a Primeira Crise Ténico-Clénica
Generalizada (LCTCG).
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Descrigao: O Grafico apresenta os resultados da analise do efeito do hidroxicitronelal na
laténcia para a primeira crise ténico-clénica generalizada. No grafico, é representada a média
* erro padrao da média (E.P.M.) através da ANOVA de uma via seguido pelo teste de Tukey
(post hoc) e teste t ndo pareado. Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente
significativos.
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Legenda: *“NC = nao convulsionou.

Fonte: dados da pesquisa (2025).

5.2.2.3. Efeito do HC sobre a Duragéao das Crises (DC)

No parametro DC, todos os grupos experimentais apresentaram diferenca
estatisticamente significativa em relagao ao controle (39,00 + 2,68 s), com excegao do
grupo que recebeu a dose de 6,25 mg/kg (29,17 + 4,53 s) (grafico 4).

Os grupos de 200, 100, 50, 25 e 12,5 mg/kg ndo apresentaram diferenca
estatisticamente significativa entre si (6,00 £ 1,21; 8,17 + 1,74; 9,17 + 2,56; 13,17
1,87; 14,00 £ 0,63 s, respectivamente), com redugado percentual de 84,6, 79,1, 76,5,
66,2 e 64,1 %, respectivamente. O grupo que recebeu DZP 5 mg/kg (0,00 + 0,00 s),
de maneira similar aos parametros anteriores, ndo apresentou crises epilépticas,

sendo, portanto, diferente de todos os outros grupos testados.

70



Grafico 4. Efeito do HC sobre a Duragao das Crises (DC).
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Descrigao: O Grafico apresenta os resultados da analise do efeito do hidroxicitronelal na
duracdo das crises. No grafico, é representada a média + erro padrdo da média (E.P.M.)
através da ANOVA de uma via seguido pelo teste de Tukey (post hoc) e teste t ndo pareado.
Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

Legenda: *“NC = nao convulsionou.

Fonte: dados da pesquisa (2025).

5.2.2.4. Efeito do HC sobre a Laténcia para morte (LM)

Por fim, no parametro LM, todos os grupos experimentais apresentaram
diferenga estatistica significativa em relagao ao controle (174,8 + 24,21 s) (grafico 5),
uma vez que tanto o HC como o padrao DZP foram capazes de evitar que os animais
morressem com a administracdo aguda de PTZ 85 mg/kg. As doses de 200, 100, 50,
25 e 12,5 mg/kg (900,00 £ 0,00; 900,00 + 0,00; 900,00 + 0,00; 855,00 £ 45,00; 900,00
1 0,00 s) ndo houve diferenga estatistica quando comparadas entre si e com o padréo
DZP 5 mg/kg (900,00 + 0,00 s), com aumentos percentuais de 514,9 % para as doses
de 200, 100, 50 e 12,5 mg/kg e para o DZP 5 mg/kg.

Entretanto, a dose de 6,25 mg/kg (388,20 + 29,21 s), apesar de ter
apresentado diferenca estatistica em relacdo ao controle, com aumento percentual de
122,1 %, foi a unica que apresentou diferenga em relagao a todos os demais grupos

testados, com menor efeito.
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Grafico 5. Efeito do HC sobre a Laténcia para Morte (LM).
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Descrigao: O Grafico apresenta os resultados da analise do efeito do hidroxicitronelal na
laténcia para morte. No grafico, é representada a média * erro padrdao da média (E.P.M.)
através da ANOVA de uma via seguido pelo teste de Tukey (post hoc) e teste t ndo pareado.
Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

Fonte: dados da pesquisa (2025).

5.2.3. Analises neuroquimicas

Em relagcéo aos niveis de nitrito (grafico 6), os animais que receberam apenas
o veiculo (63,95 £ 4,85 ug/g) e os que receberam a droga padrao (63,06 £+ 1,80 ug/q)
apresentaram aumento em relagdo ao grupo basal (45,09 + 4,09 pg/g) de 41,83 e
39,85 %, respectivamente. Entretanto, o grupo que recebeu o HC 100 mg/kg, v.o
(50,48 + 5,61 ug/g) ndo apresentou diferenga estatistica nos niveis de nitrito apos a
administragao aguda de PTZ 85 mg/kg em comparagéo ao basal.

Entretanto, quanto aos niveis de glutationa reduzida (GSH) (grafico 7), os
animais que receberam apenas o veiculo (5,05 + 0,84 ug/g) ndo apresentaram
diferenga estatistica em relagdo ao grupo basal (4,16 + 1,22 pg/g), enquanto os
animais do grupo padrao (14,79 = 2,73 ug/g) e os do grupo que recebeu o HC 100
mg/kg, v.o (10,72 + 1,94 pg/g) apresentaram aumento nos niveis de GSH apos a
administracao de PTZ 85 mg/kg, i.p, em comparagao ao grupo basal, de 255,5 e 157,7

%, respectivamente.
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Grafico 6. Concentracao de nitrito (ug/g) nos hipocampos.
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Descricao: O Grafico apresenta os resultados da analise dos niveis de nitrito em
homogenatos de hipocampo dos animais submetidos ao modelo de crises epilépticas
induzidas por PTZ. No grafico, é representada a média = erro padrdo da média (E.P.M.)
através da ANOVA de uma via seguido pelo teste de Tukey (post hoc) e teste t ndo pareado.
Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

Fonte: dados da pesquisa (2025).

Grafico 7. Concentragcdo de GSH (pg/g) nos hipocampos.
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Descrigao: O Grafico apresenta os resultados da analise dos niveis de GSH em homogenatos
de hipocampo dos animais submetidos ao modelo de crises epilépticas induzidas por PTZ. No
grafico, é representada a média * erro padrdo da média (E.P.M.) através da ANOVA de uma
via seguido pelo teste de Tukey (post hoc) e teste t ndo pareado. Valores de p<0,05 foram
considerados estatisticamente significativos.

Fonte: dados da pesquisa (2025).
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5.2.4. Modelo do abrasamento quimico por PTZ (kindling)

A partir dos estudos iniciais para avaliar o efeito do HC no modelo de crises
epilépticas induzidas por PTZ, a dose de 100 mg/kg foi escolhida como melhor dose
e, portanto, foi utilizada nos préoximos experimentos. Os animais submetidos ao
kindling, receberam administragdo de PTZ 35 mg/kg em dias alternados e foram
avaliados quanto a laténcia para a crise epiléptica tdnico-clénica generalizada e
quanto ao estagio meédio de atingido. Os animais do grupo Basal foram considerados
apenas para as analises histolégicas do parénquima cerebral de animais submetidos
ao kindling.

No kindling, o grupo experimental que recebeu o HC 100 mg/kg apresentou
crises tbnico-clonicas generalizadas apenas na décima primeira inje¢ao i.p de PTZ 35
mg/kg (21° e ultimo dia de experimento), enquanto o grupo controle apresentou as
mesmas crises a partir da sétima injecdo de PTZ (13° dia de experimento, como
observado no grafico 8. Além disso, a redug&o percentual na laténcia para a primeira
crise epiléptica ténico-clénica generalizada (LCTCG) no ultimo dia foi de 119,5 % para
o HC 100 mg/kg (820,0 £ 39.14 s) em relagédo ao grupo controle (373,60 + 45,15 s).

Grafico 8. Laténcia para a crise tonico-clonica generalizada no kindling.
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Descrigao: O Grafico apresenta os resultados da analise do efeito do hidroxicitronelal na
laténcia para a primeira crise tonico-clénica no kindling. No gréfico, é representada a média +
erro padrao da média (E.P.M.) de cada dia de administracdo de PTZ 35 mg/kg, através da
ANOVA de uma via seguido pelo teste de Tukey (post hoc) e teste t nao pareado. Valores de
p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

Fonte: dados da pesquisa (2025).
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No grafico 9 é possivel observar a evolugdo do estagio médio de convulséo
atingido no kindling com as administragdes de HC 100 mg/kg, DZP 5 mg/kg e do
veiculo. O grupo que recebeu o HC 100 mg/kg apresentou crises epilépticas no grau
5 apenas no ultimo dia de experimento, enquanto o grupo controle apresentou as

crises a partir do décimo terceiro dia.

Grafico 9. Estagio Médio de Convulsao Atingido no Kindling.
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Descrigao: O Grafico apresenta os resultados da analise do efeito do hidroxicitronelal sobre
o estagio médio de convulséo atingido no kindling. No grafico, é representada a média + erro
padrdo da média (E.P.M.) de cada dia de administracdo de PTZ 35 mg/kg, através da ANOVA
de uma via seguido pelo teste de Tukey (post hoc) e teste t ndo pareado. Valores de p<0,05
foram considerados estatisticamente significativos.

Legenda: Niveis da Escala de Racine modificada: 0 — Normal; 1 — Mudangas no
comportamento; 2 — Espasmos faciais; 3 — Espasmos do tipo "neck jerkings”; 4 — Convulsao
mioclénica sentado; 5 — Convulsdo Ténico-Clonica/queda de lado; 6 — Morte.

Fonte: dados da pesquisa (2025).

5.2.4.1. Analises histolégicas do encéfalo dos animais submetidos ao kindling

Na imagem (figura 14), é possivel visualizar cortes histolégicos corados em
HE, representativos do parénquima e do estroma do sistema nervoso central, dos
grupos experimentais avaliados, a saber: grupo basal, controle (veiculo + PTZ),
padrao (DZP 5 mg/kg + PTZ) e grupo experimental (HC 100 mg/kg + PTZ).

No grupo basal, neurdnios totalmente preservados sao observados,

apresentando manuteng¢ao do tamanho, da forma e da afinidade tintorial, o que é
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compativel com normalidade, além de haver auséncia de reagao glial. Ja no grupo
controle observa-se diversos focos de neurdnios com expansao do corpo celular e
alteragcéo de afinidade tintorial (setas pretas), exibindo ainda ndédulos microgliais
distribuidos de forma intensa e multifocal por todo parénquima ().

No grupo padrdo, observa-se neurdnios preservados, compativeis com o
grupo basal, no entanto apresentando ainda poucos nddulos microglias focais («). Por
outro lado, os animais do grupo experimental, que receberam o HC na melhor dose
(100/kg), € possivel observar poucos neurbnios alterados (setas pretas),
apresentando ainda poucos ndédulos microglias focais (=), sendo, portanto, menos

evidente do que no grupo controle.

Figura 14. Cortes histologicos do parénquima e do estroma do cortex cerebral dos

camundongos submetidos ao modelo de abrasamento quimico.
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Descrigao: Fotomicrografia representativa de cortes histoldgicos do parénquima e do estroma
do cortex cerebral de camundongos dos grupos experimentais (basal, controle, padrao
positivo e hidroxicitronelal 100 mg/kg) corados em HE e observados em aumento total de até
40 X por microscopia Optica.

Legenda: »: neurdnios alterados; «: nddulos microgliais focais.

Fonte: dados da pesquisa (2025).
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6. DISCUSSAO

O estudo in silico e in vivo realizado com o hidroxicitronelal (HC) neste
trabalho mostrou que a substancia apresenta um importante efeito antiepiléptico e
neuroprotetor. Os resultados obtidos contribuem para o estudo do papel do HC, um
monoterpeno derivado do citronelal, no controle de crises epilépticas, uma vez que o
HC apresentou um efeito promissor quando administrado de forma aguda e por via
oral em camundongos em multiplas doses.

A epilepsia € uma condicdo complexa que envolve multiplos fatores
patolégicos. Diversos fendmenos podem desencadear ou agravar as crises
epilépticas, como visto anteriormente neste trabalho. Assim, foi de fundamental
importancia para este estudo uma analise in silico de interacdo molecular entre o HC
e possiveis alvos farmacologicos (GABAa, Nav 1.6, Kv 2.7 - KCNQ 2, Cav 1.2, AMPA,
NMDA, SV2A e GAT-1), uma vez que estes alvos estéo relacionados de alguma forma
com a doencga (Pong et al., 2023; Rodrigues et al., 2024).

Os estudos computacionais sao uma importante ferramenta para predicao de
efeitos farmacoldgicos e nos permitem minimizar o uso de animais, fornecendo
resultados relevantes para analises complexas antes de iniciar o estudo in vivo. Estas
analises sao amplamente utilizadas na investigagao do potencial psicofarmacoldgico
de drogas naturais e sintéticas (Rodrigues et al., 2024; Fonséca et al., 2024).

Os alvos farmacoldgicos supracitados foram selecionados do Protein Data
Bank (PDB) com base na farmacoterapia e na fisiopatologia da epilepsia. Segundo
Andrade et al. (2021), o HC apresenta efeito ansiolitico in vivo e este efeito parece
estar relacionado, pelo menos parcialmente, com a via GABAérgica, uma vez que o
antagonista benzodiazepinico flumazenil conseguiu reverter o efeito ansiolitico do
HC. Da mesma forma, o seu precursor quimico, o Citronelal, parece interagir com a
via GABAérgica e com a via do canal de sédio dependente de voltagem, promovendo
efeito antiepiléptico em roedores, como aponta o estudo de Chowdhury et al., 2024.

Dessa forma, no intuito de investigar de maneira mais aprofundada a possivel
interagcdo do HC com o receptor GABAérgico GABAA, foi realizada uma analise in
silico da sua interagdo molecular com o alvo em comparagao com o diazepam, com
o flumazenil e com o fenobarbital, que sdo farmacos que atuam no receptor GABAAa

e possuem efeito farmacoldgico conhecido.
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No docking molecular, os valores de energia de ligagao e score obtidos para
o HC foram satisfatorios para alguns principais alvos, como NMDAR, SV2A, Cav 1.2,
Nav 1.6, KCNQ2 e GABAAa. Além disso, as interagdes quimicas com os residuos de
aminoacidos especificos foram avaliadas em detalhes. Nesse contexto, o HC
apresentou apenas duas interagdes quimicas desfavoraveis em Tyr238 no canal
ibnico Cav1.2 e em Tyr60 no transportador GABAérgico GAT-1. Todas as outras
interagdes quimicas foram favoraveis e muitas delas foram similares as observadas
com os farmacos padréo positivo. Isso mostra que o HC pode agir por essas vias e
que estudos in vivo devem ser realizados a fim de se confirmar seu efeito nestes
alvos farmacolégicos, por meio de modelos de antagonismo e sinergismo.

Em relagédo ao canal de sddio dependente de voltagem Nav 1.6, apesar de os
valores de energia livre e de score ndo serem melhores que os do padrao fenitoina, é
possivel que o HC interaja com essa via. Isso se da pelo motivo de o composto foi
capaz de interagir com os residuos Val1757, Phe1754 e Ser1753, que também séao
pontos de interagdo da fenitoina. Também vale ressaltar que o estudo de Chowdhury
et al., (2024) aponta a via do canal de sodio dependente de voltagem como uma
possivel via de acao para o citronelal, seu precursor quimico. Ja em relagdo aos
recepetores AMPA e NMDA, importantes alvos da via glutamatérgica, o HC
apresentou melhor interagdo com o NMDA no docking molecular e também
apresentou pontos de interagdo similares aos do felbamato nos residuos Ala650,
Ala652 e Thr646. Tanto para o AMPA como para o NMDA, o HC nao apresentou
nenhuma interacdo quimica desfavoravel.

Em relagcdo ao canal de célcio (Cav1.2), foi possivel observar que o HC
apresentou boa interacdo com o alvo, uma vez que os valores de energia de ligagéo
e Score foram proximos aos do padréo gabapentina. Entretanto, o HC apresentou
interacdo quimica desfavoravel com o Cav1.2 no residuo Tyr238. Para a proteina
sinaptica neuronal 2A (SV2A), o HC apresentou valores satisfatérios no docking
molecular, com valores préximos aos do levetiracetam, e também nao apresentou
interagcdes desfavoraveis com os residuos de aminoacido.

Por fim, para os alvos KCNQ2 e GAT-1, no docking molecular foi possivel
observar que os valores de energia e de Score da interagao molecular do HC com os
alvos n&o foram satisfatorios, em comparagao aos padrdes retigabina e tiagabina,

respectivamente. Porém, em relagcdo as suas interacbes com residuos de aa, é
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possivel verificar que o HC nao apresentou nenhuma ligagado desfavoravel e que
varios residuos foram semelhantes aos dos padrboes positivos. Dessa forma, é
possivel que o efeito antiepiléptico do HC se dé por multiplas vias e, portanto, estudos
com o objetivo de investigar os possiveis mecanismos de agéo in vivo devem ser
realizados. Estes resultados estao alinhados com o estudo de Andrade et al. (2021)
que também avaliou a possivel interacido entre o HC e o receptor GABAA e o receptor
NMDA para exercer o seu efeito ansiolitico, por meio de docking e dinamica molecular,
dando mais um indicio de que o HC pode agir por essas vias.

Com base em todas as informacgdes obtidas no estudo in silico, foi possivel
estabelecer um design experimental in vivo mais direcionado. A principio, a toxicidade
oral do HC foi avaliada, uma vez que o trabalho de Andrade et al. (2021) foi realizado
apenas com administragdes via intraperitoneal (i.p.). Para isso, o protocolo n.® 423
da OECD para analises de toxicidade oral aguda e estimativa da DLso foi utilizado.
Como pudemos observar nos resultados, o HC apresentou baixa toxicidade e se
enquadrou na ultima classe com a maior faixa de DLso (acima de 2.000 mg/kg), uma
vez que nenhum animal veio a ébito durante os 14 dias de experimentagao e que nao
foram observados sinais graves de toxicidade.

Durante o teste, foi observada uma pequena reducdo do peso médio do
grupo que recebeu a maior dose (HC 2.000 mg/kg) — mesmo sem redugao no
consumo de agua e ragao durante o teste, o que abre portas para novos estudos que
busquem investigar este efeito de forma mais aprofundada e por meio de
quantificacbes de biomarcadores relevantes. Além disso, na triagem farmacoldgica
por via oral, tanto na dose de 300 mg/kg, como na dose de 2.000 mg/kg, possiveis
efeitos sedativo e analgésico foram observados, uma vez que 0s animais
apresentaram hipolocomog¢do e analgesia nos primeiros momentos. Logo, novos
estudos sdo necessarios para investigar estes efeitos farmacolégicos de maneira
aprofundada, bem como as vias envolvidas. O efeito sedativo frequentemente esta
associado a farmacos com perfil benzodiazepinico (Penovich et al., 2024).

No trabalho de Andrade et al. (2021) a DL50 do HC administrado via i.p foi
de 500 mg/kg, o que torna o HC mais seguro para administragao oral, tendo em vista
que, com a administracéo da dose de 2.000 mg/kg, v.0, nenhum animal veio a débito.
Além disso, a via oral é frequentemente mais recomendada em estudos pré-clinicos,

tendo em vista a projegcao dos resultados para ensaios clinicos (Wang et al., 2022),
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por conta da facilidade de administragcao e conforto do paciente durante a terapia
farmacoldgica. Dessa forma, o HC surge como um potencial farmaco seguro e com
baixa toxicidade.

Dando prosseguimento ao estudo dos efeitos antiepiléptico e neuroprotetor
do HC, o modelo agudo de crises epilépticas induzidas por pentilenotetrazol (PTZ) foi
utilizado para avaliagado dos efeitos e determinagdao de uma curva dose-resposta.
Este modelo é padrdo-ouro na analise de drogas com possivel efeito antiepiléptico,
uma vez que o PTZ é capaz de induzir crises epilépticas mioclénicas, crises
epilépticas tbnico-clonicas generalizadas, crises de auséncia, crises epilépticas
ténico-clbénicas bilaterais focais e causar morte celular neuronal em roedores, a
depender da via de administragao e da dose aplicada (Skiba et al., 2023; Monteiro et
al., 2024)

O PTZ é um antagonista ndo competitivo dos receptores GABAa e induz uma
cascata de eventos neurotdxicos que se iniciam através da hiperexcitabilidade
neuronal mediada pela ativacdo excessiva dos receptores NMDA, causando a
excitotoxicidade glutamatérgica, aumento do estresse oxidativo e indugédo de
mecanismos neuroinflamatoérios (Shimada; Yamagata, 2018).

No modelo animal em questao alguns parametros foram avaliados, como a
Laténcia para o Primeiro Espamos (LPE), a Laténcia para a Primeira Crise Ténico-
Clénica Generalizada (LCTCG) a Duragéo das Crises (DC) e a Laténcia para Morte
(LM), sendo estes fundamentais para inferéncia de um possivel efeito
anticonvulsivante. E sabido que drogas antiepilépticas e neuroprotetoras promovem
reducdo da duragao das crises, bem como aumento das laténcias para as primeiras
crises e para a morte (Guedes et al., 2022).

No nosso estudo, foi verificado que o HC aumenta a LPE, a LCTCG e a LM,
bem como reduz a DC nas trés doses avaliadas inicialmente com base na DLso (50,
100 e 200 mg/kg). Estas doses iniciais foram escolhidas com base na DLso, tendo
sido estabelecidas em 2,5, 5 e 10% da maior dose testada no protocolo da OECD n.°
423. Este achado foi fundamental para o estudo do potencial antiepiléptico do HC. O
aumento das laténcias para o primeiro espasmo e para a primeira crise epiléptica
ténico-clonica generalizada, bem como a redugéo da duragéo das crises em relagao

ao grupo controle sao indicativas de agao antiepiléptica (Entezari; Jahanabadi, 2022).
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De outro lado, o aumento da laténcia para morte pode indicar um possivel efeito
neuroprotetor da substancia sobre os animais (Monteiro et al., 2024).

A partir desta analise, estudos mais aprofundados a respeito das possiveis
vias de acdo do HC e sobre a sua influéncia sobre o sistema antioxidante e a
neuroinflamacado sao fundamentais para complementar o estudo do seu potencial
neuroprotetor. Caso este efeito seja comprovado, o HC surgird como um importante
candidato a terapia antiepiléptica, uma vez que nenhum farmaco antiepiléptico
disponivel no mercado possui efeito neuroprotetor associado ao efeito antiepiléptico,
sendo, portanto, todos utilizados apenas no controle das crises epilépticas, reduzindo
a sua frequéncia e intensidade (Elkommos; Mula, 2022; Pong et al., 2023).

Durante as analises, foi possivel escolher a dose de 100 mg/kg como a
melhor dose do HC para os efeitos antiepiléptico e neuroprotetor, uma vez que ela
apresenta o mesmo efeito que a dose de 200 mg/kg (sem diferencga estatistica) em
todos os parametros, mas apresenta maior efeito quando comparada a dose de 50
mg/kg (com diferenga estatisticamente significativa). Essa dose, portanto, foi utilizada
nas analises neuroquimicas, no kindling e na analise histolégica.

Para determinagao da curva dose-resposta, as doses de 25, 12,5 e 6,25
mg/kg foram avaliadas no modelo do PTZ, no intuito de encontrarmos a dose em que
houvesse perda de efeito antiepiléptico dentro das condicbes experimentais
avaliadas. Areducao da dose se deu sempre em 50 % da dose que apresentou efeito
previamente. Assim, foi possivel determinar que o HC apresenta efeito antiepiléptico
e neuroprotetor, quando administrado por via oral e de forma aguda, até a dose de
12,5 mg/kg, quando comparado ao grupo controle (veiculo).

Adose de 6,25 mg/kg do HC, entretanto, ndo foi capaz de aumentar a laténcia
para o primeiro espasmo mioclénico (LPE) e a laténcia para a primeira crise ténico-
clénica generalizada (LCTCG) e nem de reduzir a duragéo das crises (DC), tendo
apresentado um discreto aumento no parametro LM em comparagdo ao grupo
controle (veiculo). Dessa forma, a dose de 6,25 mg/kg foi o ponto final da curva dose-
resposta para o efeito antiepiléptico do HC, dentro dos critérios e das condi¢des
experimentais avaliadas. Possivelmente, o efeito neuroprotetor da dose de 6,25
mg/kg ainda seja possivel, mas estudos mais aprofundados sdo necessarios para
avaliar sua influéncia em estudos crénicos, na neuroinflamacdo e no sistema

antioxidante.
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Os monoterpenos ja promovem efeito antiepiléptico na literatura, o que pode
indicar que o HC seja dotado deste potencial farmacoldgico. O estudo de Souto-Maior
et al., (2017) avaliou o efeito do oxido de linalol em camundongos Swiss e verificou
que este monoterpeno possui efeito anticonvulsivante quando administrado pela via
i.p na dose de 150 mg/kg, o que também foi avaliado por meio do modelo de crises
induzidas por PTZ. O trabalho de Alvi et al., (2021) verificou que o monoterpeno
carveol é capaz de reduzir a neuroinflamag¢ao no modelo de crises induzidas por PTZ.
Ademais, o estudo realizado por Fonséca et al., (2024) aponta o efeito antiepiléptico
do monoterpeno tetrahidrolinalol (THL) em camundongos Swiss, o0 que também
parece estar relacionado com a atuagédo do THL pela via GABAérgica.

Neste contexto, o Citronelal, um monoterpeno e precursor quimico do HC,
também apresentou efeito antiepiléptico in vivo, como mostra o trabalho de
Chowdhury et al., (2024), que avaliou o efeito antiepiléptico do HC em roedores e
verificou que este efeito possivelmente esta relacionado com as vias GABAérgica e
com a via dos canais de sodio dependentes de voltagem. Este achado esta coincide
com os achados do trabalho de Andrade et al., (2021), que aponta que o HC também
age pela via GABAérgica, quando administrado por via i.p. Assim, considerando os
nossos resultados in silico e in vivo, o nosso trabalho esta alinhado com os resultados
encontrados na literatura com outras drogas da classe dos monoterpenos e reforga
o possivel papel do HC como importante candidato a farmaco antiepiléptico e
neuroprotetor.

Além disso, em relacao ao estresse oxidativo desencadeado a partir de crises
epilépticas, dois componentes atuam como importantes biomarcadores da atividade
do sistema antioxidante: o nitrito (NO,™) e a glutationa reduzida (GSH). O NO,™ é um
importante biomarcador do metabolismo do oOxido nitrico (NO), uma molécula
sinalizadora que, em condigdes fisiologicas, participa de processos como
vasodilatagcado, neurotransmissao e modulacdo imune. No entanto, em situagdes de
estresse oxidativo exacerbado, como no caso das crises epilépticas, a produgao de
NO aumenta significativamente (Wink et al., 1999; Han et al., 2021; tukawski;
Czuczwar, 2023).

Essa producao elevada de NO pode levar a formacéo de espécies reativas
de nitrogénio, as quais tém alto potencial de causar danos oxidativos em proteinas,

lipidios e DNA neuronal. Assim, a quantificacdo de nitrito nos hipocampos € usada
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como um indicador indireto da atividade do NO e, por consequéncia, do estresse
oxidativo induzido por crises convulsivas (Lukawski; Czuczwar, 2023).

A glutationa reduzida (GSH), por sua vez, é um tripeptideo (composto por
glutamato, cisteina e glicina) que atua como o principal antioxidante endégeno nas
células neuronais. Sua principal fungao € neutralizar as espécies reativas de oxigénio
e nitrogénio (ERO e ERN), prevenindo o dano oxidativo aos constituintes celulares.
Durante crises epilépticas, o aumento de espécies reativas, como radicais livres e
oxido nitrico, pode sobrecarregar as defesas antioxidantes. A GSH atua regenerando
outros antioxidantes, além de participar diretamente da reducdo de peroxidos
lipidicos e da desintoxicagao de espécies reativas por meio da acdo de enzimas como
a glutationa peroxidase (Lukawski; Czuczwar, 2023: Chaudhary et al., 2024).

Quando a demanda de defesa antioxidante excede a capacidade
regenerativa da GSH, seus niveis intracelulares diminuem, resultando em maior
suscetibilidade a danos oxidativos e apoptose neuronal. Substancias que atuem
estimulando o aumento dos niveis de GSH podem exercer um efeito antioxidante
indireto e, consequentemente, reduzir o estresse oxidativo (Hazany et al., 2023).

Nesse sentido, nas analises neuroquimicas realizadas neste trabalho, com
0s homogenatos de hipocampo dos animais submetidos ao modelo agudo de crises
epilépticas induzidas por PTZ, o HC 100 mg/kg foi capaz de aumentar os niveis de
GSH, em relagéo ao grupo basal, como ocorreu também com o farmaco padrao (DZP
5 mg/kg), mas ndo com o grupo controle (veiculo).

Esse resultado demonstra que o efeito antiepiléptico e neuroprotetor do HC
pode estar relacionado, pelo menos em parte, com a sua agao sobre o sistema
antioxidante. Em contrapartida, o HC n&o foi capaz de reduzir os niveis de nitrito em
relacdo ao grupo controle, ndo tendo apresentado diferenga estatistica com nenhum
grupo. Este achado sugere que a possivel agdo antioxidante do HC se da sobre a
sua modulacdo nos niveis de GSH, mas sem efeito sobre o NO.

Estes achados estdo alinhados com o estudo de Valentim et al., (2024) que
avaliou o efeito antidepressivo do monoterpeno carvacrol (CARV) e verificou que o
CARV possui efeito antidepressivo e é capaz de reduzir os niveis de MDA e nitrito,
além de aumentar os niveis de GSH. Assim, é possivel verificar que os monoterpenos
sdo dotados de potencial antioxidante e podem agir sobre o SNC, reduzindo o

estresse oxidativo e a neuroinflamacéo.
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Dando prosseguimento ao estudo, além de avaliar o efeito agudo do HC
sobre crises epilépticas induzidas por PTZ, este trabalho buscou avaliar se o
composto possui alguma capacidade de prevenir ou retardar a epileptogénese em
um modelo de abrasamento quimico (kindling). Como o HC apresentou fortes indicios
de atividade antiepiléptica e neuroprotetora in vivo, possivelmente teria capacidade
de proteger o SNC dos camundongos submetidos a administragdes repetidas de uma
dose subaguda de PTZ.

Nos resultados, é possivel verificar que o grupo que recebeu o HC 100 mg/kg
sé apresentou crises epilépticas ténico-clonicas generalizadas no ultimo dia de
administragcao do PTZ, enquanto o grupo controle ja apresentava as crises desde o
décimo terceiro dia, com alguns animais indo a ébito. Além disso, observando apenas
o ultimo dia de administragdo, houve um aumento significativo na laténcia para as
crises em relagao ao grupo controle.

Estes resultados estdo alinhados com o estudo de Tambe et al., (2016) que
avaliou o efeito do monoterpeno borneol no modelo de epileptogénese induzida pelo
PTZ (kindling) e verificou que o0 monoterpeno é capaz de retardar a epileptogénese e
que ele reduz os niveis de peroxidacéo lipidica e, consequentemente, no controle do
estresse oxidativo e da neuroinflamacao.

Como o kindling € um experimento subcrénico, com diversas administracoes
de um agente neurotéxico (PTZ), é esperado que haja um comprometimento neuronal
no grupo que nao recebeu nenhum tratamento (controle — veiculo, v.o) (Dhir, 2012).
De maneira a avaliar o possivel efeito neuroprotetor na reducao da neuroinflamacéo,
o parénquima e o estroma do cortex cerebral dos camundongos foi avaliado por meio
de técnica histologica. Nos cortes histologicos, foi possivel observar que o grupo
basal n&o apresenta morte neuronal ou nddulos gliais — indicativos de um processo
neuroinflamatario.

Além disso, é possivel observar que o grupo que recebeu o HC 100 mg/kg
ainda apresentou um certo nivel de alteragdo morfologica nos neurdnios e alguns
nodulos gliais. Entretanto, quando em comparagdo ao grupo controle, existe uma
reducao significativa. De outro lado, o grupo que recebeu o farmaco padrao (DZP 5
mg/kg) também apresentou poucos nddulos gliais, mas n&do apresentou alteragao

neuronal mesmo com os 21 dias de experimentagdo com o PTZ.
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Levando isso em consideragéo, é possivel que o HC, na dose de 100 mg/kg
v.0., possua um efeito neuroprotetor quando administrada de forma repetida. Dessa
forma, outros estudos subcrbénicos e cronicos sdo necessarios para avaliar o efeito
neuroprotetor do HC, bem como as melhores doses e possiveis mecanismos de
acao. Além disso, uma analise mais detalhada deve ser feita a respeito da influéncia
do HC sobre a neuroinflamagdo, por meio da quantificacdo de componentes
envolvidos no estresse oxidativo, no sistema antioxidante e de citocinas como IL-1j3,
IL-6, IL-10 e TNFa.
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7. CONCLUSOES

Com a avaliacdo dos efeitos antiepiléptico e neuroprotetor do

hidroxicitronelal por meio de metodologias in silico e in vivo foi possivel concluir que:

a)

b)

d)

f)

¢)]

O hidroxicitronelal parece interagir com as vias GABAérgica,
glutamatérgica e da proteina SV2A e com canais ibnicos como o
Nav1.6, Cav1.2 e KCNQ2.

O hidroxicitronelal apresenta baixa toxicidade, com DLso acima de 2.000
mg/kg quando administrado de forma aguda e por via oral em
camundongos.

O hidroxicitronelal é capaz de aumentar a laténcia para o primeiro
espasmo, a laténcia para a primeira crise tdnico-clénica generalizada e
a laténcia para morte, bem como de reduzir a duragédo das crises no
modelo agudo de crises epilépticas induzidas por pentilenotetrazol.

As doses de 12,5, 25, 50, 100 e 200 mg/kg do hidroxicitronelal
promovem efeito antiepiléptico e neuroprotetor em camundongos,
quando administradas de forma aguda e por via oral.

A dose de 6,25 mg/kg do hidroxicitronelal ndo foi capaz de promover
efeito antiepiléptico em camundongos, nas condi¢gbes experimentais
avaliadas.

O hidroxicitronelal promove a redug¢ao dos niveis de nitrito e aumento
dos niveis de glutationa reduzida (GSH), quando administrado de forma
aguda e por via oral em camundongos submetidos ao modelo de crises
epilépticas induzidas por pentilenotetrazol.

O hidroxicitronelal é capaz de retardar a epileptogénese e de impedir a
morte dos camundongos no modelo de abrasamento quimico (kindling),

impedindo a morte neuronal e a neuroinflamacgéo.
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8. PERSPECTIVAS

Como a epilepsia € uma condigéo cronica, € importante que a toxicidade oral
subcrdnica e crbnica do hidroxicitronelal (HC) seja avaliada, com o objetivo de
estabelecer as doses seguras e o0s possiveis efeitos toxicos no tratamento prolongado.

No intuito de aprofundar o estudo do potencial antiepiléptico e neuroprotetor
do hidroxicitronelal, € fundamental que os possiveis mecanismos de agao avaliados
por meio do docking molecular sejam avaliados in vivo, a exemplo da via GABAérgica,
a via dos canais de sédio e a via glutamatérgica. Modelos de antagonismo e
sinergismo farmacologicos devem ser realizados para avaliar a participagcdo destas
vias no possivel mecanismo de agéao do HC.

Além disso, considerando o possivel efeito neuroprotetor observado no
modelo de crises epilépticas induzidas por PTZ e no modelo do abrasamento quimico,
deve-se avaliar os possiveis mecanismos envolvidos no controle da epileptogénese,
por meio de ferramentas in vitro, in silico e in vivo. Nesse contexto, é importante que
se facam quantificagcbes de componentes do sistema antioxidante em modelos
subcrénicos e crdnicos, bem como de citocinas pro-inflamatérias, a fim de verificar a

influéncia do HC no controle do estrese oxidativo dos mecanismos neuroinflamatorios.
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ANEXO Il. Parametros comportamentais, autonémicos e téxicos avaliados
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Fonte: adaptado de Almeida (2006).
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ANEXO Ill. Fluxograma do Protocolo n.° 423 da OECD para Toxicidade Oral
Aguda em camundongos
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Fonte: OECD (2001).

100




ANEXO IV. Tabela de observagao com Escala de Racine Modificada para os

experimentos
Experimento: Avaliador: Data:___ / /
RACINE | COMPORTAMENTOS CARACTERISTICOS
0 Animal explorando normalmente, sem alteragdo comportamental
1 Imobilidade sibita, deitado de barriga (sobre o ventre), olhar imével
2 Automatismos faciais (vibrissas e/ou boca), cauda enrijecida, mioclonia de membros/pescogo (espasmo)
3 Convulsdo clonica na postura sentada, sacudidelas mioclonicas (dog shake), possivel crise de auséncia
4 Rearing com convulsio clonica/ténico-clonica seguida de queda de frente (queda sobre o ventre, sem perda do equilibrio)
5 Convulsdo tonico-clénica com queda de costas ou de lado (perda do equilibrio), corridas e saltos “selvagens™, convulsio tonica com recuperagio
6 Morte por convulsio tonica (extensio de membros anteriores/posteriores e parada respiratoria)
LATENCIA P/ DURACAO DAS
LATENCIA P/ " . - - £
y : o ; 1* CRISE CRISES TONICO- Escala Maxima atingida COMENTARIOS (comportamentos
Ne[ ANIMAL| 1°ESPASMO ~ o . P
MIOCLONICO TONICO- CLONICAS 1-6 atipicos, laténcia p/ morte, outros)
) : CLONICA (minuto de inicio e de fim)
1
2
3
4
5
6

Fonte: adaptado de Almeida (2006).
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