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ABSTRACT

The epilepsy is a very common neurological disorder, which affects millions of people
around the world. Molecular mechanisms implicated with generation and persistence
of convulsions always involve an imbalance between GABA and L-glutamate
neurotransmitter systems. Based on this concept, the search for new drugs from
different sources has increased in the last decades. Recently, many evidences have
demonstrated that the Lippia alba (Mill.) leaf extract as well as its essential oils
presents anticonvulsant properties or sedative ones. However, explanations involving
the molecular mechanism related to those activities are frequently insignificant or
absent. The present work provides a neurochemical, neuroethological and
phytochemical characterization of L. alba (Mill.) leaf extract or its essential oils. In our
phytochemical analyses we could observe a great diversity of compounds, which
might explain the high variance of anticonvulsivant responses observed from each
chemotype assayed in the neuroethological experiments. Based on its anticonvulsant
activity, the extract from LP3 chemotype, was assayed for its effects on H*-GABA /
H3-L-glutamate uptake and binding using synaptosomal assay. LP3 extract was
particulary able to inhibit the GABA uptake and to modify the GABA binding, which
could be a clue to explain the anticonvulsivant activity of L. alba (Mill.) extract at
molecular level.

Key-words: Anticonvulsants; GABA, L-glutamate; Lippia Alba (Mill); Neuroethology;
Neurochemistry; Phytochemistry.
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RESUMO

A epilepsia, um problema médico-epidemiologico relevante, caracteriza-se
como uma desordem neuroldgica evidente e comum, sem limitag6es por barreiras
sécio-€étnicas, etarias ou sexuais. Os mecanismos neurais vinculados a geracao e
persisténcia das crises epilépticas envolvem altera¢cdes marcantes no equilibrio entre
0s sistemas excitatorios e inibitorios do Sistema Nervoso Central (SNC). Com efeito,
a prospeccao por novos compostos, de diferentes naturezas quimicas e origens
biologicas, capazes de aumentar ou diminuir, respectivamente, as atividades
singpticas GABAergicas e/ou glutamatérgicas tém merecido interesse denotado no
desenvolvimento racional de drogas potencialmente anticonvulsivantes. Estudos
recentes, tém demonstrado de maneira preliminar, que o extrato hidroalcodlico de
folnas do subarbusto Lippia alba (Mill.), bem como Oleos essenciais provenientes
das mesmas apresentam potenciais atividades anticonvulsivantes, ou mesmo,
miorrelaxantes e sedativas. Contudo, dados que descrevam acerca dos mecanismos
moleculares/neurobiolégicos envolvidos na expressdo de tais atividades sao
insignificantes ou ausentes. Assim, o presente trabalho cumpre numa caracterizacao
fitoquimica aplicada e neuroquimica/neuroetolégica do(s) extrato(s) hidroalcoélico(s)
ou Oleos essenciais de folhas de L. alba. As andlises fitoquimicas de extratos
hidroalcoolicos e 6leos essenciais, por meio de Cromatografia em camada delgada
ou Cromatografia Gasosa acoplada ao Espectro de Massas, revelaram grande
variedade e diversidade de compostos entre os sete (07) quimiotipos de L. alba
estudados, sendo encontrados para a maioria dos casos, 0s componentes citral,
beta-mirceno e limoneno, tidos até entdo, como 0s principais compostos
responsaveis pela atividade anticonvulsivante demonstrada pela planta. As analises
neuroetoldégicas comprovaram atividades anticonvulsivantes variadas para o0s
diferentes quimiotipos, destacando-se mais significativamente, em termos de
eficacia, o quimiotipo LP3. Para as analises neuroquimicas, o extrato hidroalcoodlico
deste quimiotipo (LP3) foi avaliado quanto aos seus efeitos na recaptacéo de H*-
GABA e H3-L-glutamato e ligacdo a receptores GABAérgicos/glutamatérgicos em
modelos sinaptosomais, demonstrando particularmente uma inibicdo da recaptacao
GABAérgica e alteracdo da ligacdo de H*-GABA em seus receptores, o que pode
explicar pelo menos parcialmente, os efeitos anticonvulsivantes da L. alba em niveis
moleculares, contribuindo, pois, para o0 desenvolvimento mais avancado e a
compreensao mecanistica de compostos(s) de potencial interesse farmacoldgico.

Palavras-chaves: Anticonvulsivantes; Fitoquimica; GABA; Glutamato; Lippia alba
(Mill); Neuroetologia; Neuroquimica.
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1. INTRODUGAO
1.1. Epilepsia

A epilepsia € uma desordem da funcédo cerebral denotada pela ocorréncia
repetida de ataques epilépticos convulsivos ou ndo. Uma sindrome epiléptica € um
conjunto de caracteristicas clinico-neurofisiolégicas bem  estabelecidas,
caracterizadas como manifestacbes clinicas de descargas neuronais anormais,
hiperativas e/ou hipersincronas no cortex cerebral e regides subcorticais (ENGEL,
1993). Os mecanismos neurais vinculados a geracéo e persisténcia das epilepsias
envolvem alteracbes marcantes no equilibrio entre os sistemas excitatorios e
inibitérios do Sistema Nervoso Central (SNC), podendo ser manifestacbes das
crises, sensoriais, psiquicas, autonémicas ou motoras, de acordo com a regido
afetada (ENGEL, 1993; DELGADO-ESCUETA et al., 1999).

A epilepsia caracteriza-se como uma desordem neurolégica evidente e
comum, sem limitagBes por barreiras socio-étnicas, etarias ou sexuais (GOMES,
2000). Cerca de 01-02% da populagdo mundial é afetada pela desordem, enquanto,
10% de toda a populacao ira sofrer pelo menos uma crise epiléptica ao longo da
vida. Estudos brasileiros ratificam os coeficientes mundiais, relatando cerca de 119
casos para cada 10.000 habitantes na cidade de Sado Paulo (MARINO et al., 1986;
GUERREIRO et al., 2000).

Por mais amplo que seja o arsenal terapéutico utilizado no tratamento das
epilepsias atualmente, muito ainda precisa ser avancado, sobretudo acerca, da
poténcia das drogas Uteis, da reducdo substancial de efeitos colaterais, do aumento
da especificidade de agdo, bem como de corre¢des de solubilidade e estabilidade
quimica (KROGSGAARD-LARSEN et al, 1998; ANDERSEN et al., 2001,

PERUCCA, 2005). Com efeito, a prospeccao avangcada de novas drogas
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anticonvulsivantes de diferentes naturezas quimicas e de variadas fontes bioldgicas,
aliada a modificacbes estruturais de compostos conhecidos, bem como aos estudos
avancados acerca do mecanismo especifico de acado, apresenta marcada valia para
um controle mais efetivo e duradouro das crises epilépticas, bem como ainda, para
uma compreensdo mais vigorosa do funcionamento cerebral normal e patolégico

(PERUCCA, 2005).

1.2. O envolvimento do L-glutamato e GABA nas epile  psias
1.2.1. L-Glutamato (L-glu)

O aumento da atividade excitatoria, particularmente mediada pelo glutamato
(Figura 1) em seus receptores do tipo N-metil-D-aspartato (NMDA), tem assumido
papel denotado na etiogénese das epilepsias desde longa data (BRADFORD, 1995).
Dado o volume substancial e variado de informacdes a este respeito, apenas um
breve compéndio das principais evidéncias acerca do envolvimento deste
aminoacido na etiologia das crises epilépticas sera introduzido nesta sesséo.

A grande colecdo de dados, obtida por microdialise de focos epilépticos em
modelos animais nos ultimos 25 anos, é bastante extensa e ndo deve ser ignorada.
Segundo a maioria destes resultados, um nivel bastante elevado de glutamato pode
ser detectado no inicio e desenvolvimento dos quadros epilépticos numa gama
variada de experimentacdes. Neste contexto, MINAMOTO et al., (1992) tém
demonstrado relevantes aumentos na liberacdo deste neurotransmissor no
hipocampo de ratos (02-08 vezes) ao longo dos diferentes estagios do abrasamento
amigdalar. Estes dados estdo em comum acordo com agueles obtidos
posteriormente por UEDA e TSURU (1994), empregando analises similares.

Adicionalmente, DURING e SPENCER (1993) relataram uma sustentada elevacgao
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dos niveis extracelulares de glutamato (02 vezes) em hipocampos de pacientes
epilépticos. Ainda neste sentido, € também comum observar aumentos
consideraveis nas concentracdes extracelulares de glutamina, dado o aumento da
sintese glial deste componente em resposta aos niveis aumentados de seu
precursor metabdlico. O aumento de glutamina pelo metabolismo do glutamato &
uma das estratégias empregadas pelo cérebro em estado epiléptico na tentativa de
anular os efeitos lesivos causados pelo glutamato, por meio da inativacdo deste
altimo (KAURA et al., 1995).

Biopsias de cérebros de pessoas portadoras de epilepsia mostraram
coeficientes aumentados de glutamato, sem alteracbes significativas das
quantidades presentes de GABA e aspartato (PERRY e HANSEN, 1981). Embora
controversas e raras, as dosagens de neurotransmissores no plasma e liquido
cefalorraquidiano de pacientes acometidos pela epilepsia podem contribuir com
dados importantes acerca da relevancia do glutamato na desordem neuroldgica.
Neste sentido, PLUM (1974) revelou quantidades aumentadas deste
neurotransmissor no liquido cefalorraquidiano de pacientes epilépticos nao tratados.
Por outro lado, MUTANI et al., (1975) reportaram niveis diminuidos para individuos
em terapia e controle satisfatério dos quadros de crises.

Estudos autoradiograficos para a ligacéo de acido cainico e H3-glutamato em
tecido extraido do lobo temporal anterior de pacientes epilépticos revelou uma
populacdo aumentada de receptores NMDA em regifes do giro parahipocampal, em
contraposi¢cdo a quantidades diminuidas destes receptores nas regides esclerética
(CA3), CA1l e hilo do hipocampo (GEDDES et al.,, 1990). Apesar da corrente
refutabilidade destes resultados, é possivel estabelecer que modificagBes

constatadas na estrutura ou quantidade de receptores podem estar vinculadas a
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etiogénese das epilepsias, em adicdo as concentracbes alteradas de
neurotransmissores.

A administracdo intracerebroventricular ou sistémica de glutamato e de seus
agonistas, como o NMDA, tem sido empregada por muito tempo na inducdo de
crises epilépticas em modelos animais. Seguindo este propdsito, o NMDA tem sido
também utilizado na producdo de abrasamento quimico de diferentes estruturas
cerebrais per se, ou de modo a facilitar o abrasamento elétrico (CROUCHER et al.,
1992, 1995). A aplicacdo de antagonistas de glutamato, notadamente D-2-amino-5-
fosfono pentanoato (AP5) em focos epilépticos produzidos pelo uso de cobalto,
bloqueia o] aparecimento de crises motoras e hiperatividade
eletroencefalograficamente registrada em ratos, confirmando que a quantidade
elevada deste aminoacido na fenda sinaptica € agente causal da epilepsia, 0 que
contraria a hipétese inicial de que este evento pudesse ser simples conseqiéncia de
sua manifestacdo (COUTINHO-NETTO et al., 1981). Adicionalmente, AP5 inibe o
potencial excitatorio pds-sinaptico em fatias de hipocampo abrasado por diferentes
modos (MODY e HEINEMANN, 1987). Dados similares foram obtidos pelo emprego
do agonista de receptores glutamatérgicos metabotropicos 2-amino-4-fosfonobutirato
(D, L-AP4). Esta droga bloqueia a liberacdo de glutamato no inicio da crise
epiléptica, bem como a extensdo deste processo, causada pelas altas
concentragbes deste neurotransmissor, observadas ao final da convulséo
(COUTINHO-NETTO et al., 1981).

Apbs as prospeccdes iniciais relacionadas aos usos de AP4 e AP5, muito se
modificou acerca do entendimento de como o glutamato se vincula as epilepsias,
bem como quanto a obtencado estratégica de novas terapias medicamentosas. Apés

as buscas empiricas, uma nova ordem, baseada no desenho ordenado e racional de
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drogas a partir de AP4 e AP5 foi introduzida (BRADFORD, 1995; LOSCHER, 1998).

Neste contexto, dentre outras drogas, a Lamotrigina (Lamictal®), um blogueador da

liberacdo glutamatérgica, tem sido largamente empregada na clinica das epilepsias

(MILLER et al., 1986).

o NH: o

C—CHs—CH;—CH—C

HO OH

GLUTAMATO

Figura 1 - Férmula estrutural do L-Glutamato

(http://72.21.62.210/alcooledrogas/figuras/as_145_1.gif)

1.2.2. Acido gama-aminobutirico (GABA)

A implicacdo da neurotransmissdo GABAérgica na patogenia das epilepsias,

sobretudo nas localizadas, se apresenta como hipotese coerente, pois a alteracdo

de um sistema inibitério repercute no predominio relativo dos sistemas excitatorios,

especialmente mediados pelo glutamato, como extensamente demonstrado por

BRADFORD e DODD (1976) e MELDRUM (1989).

Biopsias de focos epilépticos apresentaram reduzida atividade da enzima

acido glutdmico descarboxilase (GAD), bem como diminuicdo do numero de

receptores GABAA (PITA-CALANDRE et al.,, 1999). A diminuicdo dos niveis de
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GABA (Figura 2) no fluido cefalorraquidiano de pacientes acometidos por diferentes
tipos de epilepsia parece ser comum. Além disso, a inibicdo da GAD pode reproduzir
em babuinos normais e geneticamente sensiveis quadros epilépticos disparados por
estimulos luminosos (KROGSGAARD-LARSEN et al., 1987; MELDRUM, 1989). Em
modelos animais, um significativo decréscimo da populacdo de neurdnios
GABAérgicos (30-50%), bem como uma reduzida quantidade de GABA (30-40% do
normal) foram determinados em amigdalas de ratos submetidos a experimentacao
(LOSCHER e SCHWARK, 1987; KAURA et al., 1995)

Por meio de microdialise, experimentos com acido nipecético suportaram a
idéia de que a reduzida populacéo de transportadores GABAérgicos ou a perda de
sua eficiéncia estédo diretamente relacionados a atividade epiléptica em cérebros de
ratos e humanos. Estas analises mostraram que a atividade do transporte reverso de
GABA, normalmente estimulada por altas concentracbes de glutamato na fenda
sinaptica e aumento intracelular de sédio por conta de uma atividade despolarizante
duradoura, estd diminuida quando dos quadros epilépticos nas condi¢cdes
experimentais (DURING et al., 1995).

O aumento da concentracdo de GABA ou de sua atividade no encéfalo
diminui a susceptibilidade a convulsfes e condi¢des epilépticas, segundo um grande
conjunto de observacdes (METCALF, 1979; SHERIF e AHMED, 1995; BELEBONI et
al., 2004). Assim, um aumento da liberacdo de GABA, seja por exocitose classica ou
transporte reverso, ou ainda o aumento de sua atividade em seus receptores, bem
como a sua reduzida recaptacdo da fenda sinaptica, poderiam, em ultima analise,
contribuir para protecdo do SNC contra as condi¢gOes epileptogénicas (BRADFORD,

1995).
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Farmacos que atuem sustentando a transmissdo GABAEérgica, tais como
agonistas ou moduladores de receptores (fenobarbital e benzodiazepinicos),
inibidores da enzima GABA-T (vigabatrina), inibidores do transporte de GABA (NNC-
711) e estimuladores de sua liberacdo (gabapentina) aparecem como boas opc¢oes
terapéuticas. Neste sentido, o inibidor da recaptacdo de GABA NNC-711 e os
ésteres do acido nipecoético sdo potentes anticonvulsivantes em modelos
experimentais de epilepsias, bem como algumas das drogas supracitadas, como a
vigabatrina e benzodiazepinicos, tém sido largamente empregadas na clinica do
cérebro em estado epiléptico (BERNASKOVA et al., 1999). Por outro lado, drogas,
como a semicarbazida, que bloqueiam a sintese enddgena de GABA, concorrem
para promocdo de crises epilépticas, evidenciando mais uma vez a relevante
participacdo deste neurotransmissor nos eventos que envolvem as mais variadas

formas de epilepsia (MELDRUM, 1989).
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Figura 2 - Formula estrutural do Acido gama-aminobutirico (GABA)
(http://72.21.62.210/alcooledrogas/figuras/as_145_1.gif)
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1.3. Plantas medicinais com propriedades anticonvul sivantes: Lippia. alba
(Mill)

No Brasil, milhdes de pessoas tém um acesso dificultado aos medicamentos
em farmacias, sendo uma alternativa os medicamentos fornecidos pelo Sistema
Unico de Salide — SUS ou ainda aqueles de origem popular e natural (CALLEGARI,
2000).

A “medicina” popular é uma fonte rica no indicativo para novos farmacos,
sendo normalmente consultada para o desenvolvimento de novos medicamentos
potencialmente mais seguros, eficazes e com menos efeitos colaterais. O uso de
plantas preparada na forma de infuso, decocto e outras, com a finalidade de curar ou
ao menos amenizar o sofrimento do doente, tem grande importancia histérica, e
também na atualidade para diversos grupos populacionais (OLIVEIRA, 2003).

Entre todos os medicamentos comercializados no mundo atualmente, cerca
de 40% tiveram origem direta ou indiretamente de fontes naturais, salientando que
78% das drogas antibacterianas e 60% dos medicamentos antitumorais s&o
derivados de produtos naturais. Destacam-se ainda aquelas com atividade no
Sistema Nervoso Central (SNC), tais como cafeina, epinefrina, canabindides,
opidides e reserpina (CARLINI, 2003; DE SMET et al., 1979).

A Lippia alba (Mill) (Figura 3), objeto primeiro de nossos estudos, é conhecida
pelos nomes populares de falsa-melissa, carmelitana, erva-cidreira, lipia, cidreira,
salva-liméo, alecrim-do-campo, salva-do-brasil, cidreira-brava e pronto-alivio, dentre
outros. Trata-se de um subarbusto de morfologia variavel, alcan¢cando até um metro
e meio de altura, raramente dois metros, nativa de quase todo territorio brasileiro.
Seus ramos sao finos, esbranquicados, arqueados, longos e quebradicos. As folhas

sao inteiras, opostas, de bordos serrados, com uma fina pilosidade e apice agudo,
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de 03-06 cm de comprimento. Flores azul-roxeadas, reunidas em inflorescéncias
axilares capituliformes de eixo curto e tamanho variavel. Esta espécie esta sujeita a
grandes variacbes morfolégicas, anatdbmicas e fitoquimicas, em funcdo do meio
ambiente onde se encontra (CORREA, 1992; GOMES et al., 1993).

Os frutos séo drupas globosas de cor réseo-arroxeada. Produz a carvona,
citral, B-mirceno, limoneno e linalol (Figura 3.1), substancias de maior interesse
farmacoldgico (ALONSO et al., 2004; LORENZI e ABREU MATOS 2002). Segundo
VIANA et al.,, 2000, as principias espécies quimicas envolvidas na atividade
anticonvulsivante e sedativa, provavelmente, sdo o B-mirceno, limoneno e citral.

Desde os tempos remotos vem-se buscando também reino vegetal um
tratamento mais efetivo para a epilepsia. A histéria deste tipo de tratamento com
ervas é tdo antiga quanto a historia da prépria civilizacdo (ARORA et al, 1958;
ADESINA, 1982). Em 1882, Hyeronimus ja observava as seguintes propriedades da
Lippia alba (Mill): atividades espasmolitica suave, calmante, analgésica, sedativa e
ansiolitica (ALONSO, 2004). O uso de extratos vegetais para o tratamento das
convulsdes aparece em revisdes de ASHORKY et al., 1987 e ADESINA 1982, onde
0s autores descrevem a acédo farmacologica anticonvulsiva para mais de 50 plantas
de diferentes familias e géneros. Demonstrou-se que alguns terpendides presentes
nestes extratos de plantas protegiam entre 10-40% das convulsdes induzidas por
PTZ (CHATURVEDI et al, 1976).

Em meados de 1996, KLUEGER et al., utilizou infuso e destilado de Lippia
alba (Mill.) para verificar o efeito depressor do SNC obtendo tal comprovacéo
somente para o infuso na dose de 30 mg/Kg via i.p.; ainda em 1997, KLUEGEL et
al., repetiram os testes anteriores utilizando agora as doses de 30, 100 e 300 mg/Kg

pelas vias i.p. e v.0.. Os resultados foram 0os mesmos, ou seja, somente o infuso
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apresentou atividade depressora do SNC. Os mesmos autores também analisaram
uma fracdo butandlica nas mesmas concentracfes e vias de administracao,
observando sua acéo sedativa pela via i.p.. Esse efeito foi semelhante ao obtido
anteriormente, quando da utilizacdo do extrato aquoso também nas mesmas
concentracbes e vias, sendo a de melhor resultado a via i.p., demonstrando
atividade sedativa.

SANTOS et al., 1998, verificaram a acdo depressora do SNC através da
administracdo v.o. do extrato etandlico (40%, 60%, 80% e/ou 90%) nas
concentracbes 100 e 200 mg/Kg. VALE et al., 1999, compararam e analisaram trés
quimiotipos de Lippia alba (Mill.), utilizando o 6leo essencial nas concentracdes de
10, 25, 50, 100 e 200 mg/Kg pela via i.p., obtendo comprovacdo dos efeitos
ansioliticos e sedativos dos compostos ensaiados.

Na continua busca por resultados VIANA et al., 2000, realizaram trabalhos
com Oleo essencial dos trés quimiotipos supra mencionado, nas concentracdes 50,
100, 200, 400 e 800 mg/Kg por via i.p. e v.0., obtendo resultados positivos na
anticonvulsédo induzida por PTZ. Com os resultados avancando em busca de uma
acdo mais efetiva. SOARES et al.,2001, realizaram experimentos com extrato
etanolico (40%, 60%, 80% e/ou 90%) nas concentra¢cdes 100, 200 e 400 mg/Kg.
Também foi analisada uma fracdo butandlica nas mesmas concentracoes,
administrada por v.o. e i.p., onde verificou-se atividade anticonvulsivante no ensaio
com PTZ. Simultaneamente foram realizados testes com duas subfracdes
butandlicas, SBN4-C e SBN4-D, nas concentra¢des de 0,025, 0,05 e 0,1 mg/Kg,
apresentando também atividade anticonvulsivante no ensaio com PTZ.

GURGEL DO VALE et al., 2002 analisaram os componentes citral, mirceno e

limoneno, presentes no Oleo essencial de Lippia alba (Mill.) nas doses 5, 25, 50, 100
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e 200 mg/Kg, observando as atividades miorrelaxantes e sedativa do tipo
ansiogénica. Neste mesmo ano ZETOLA et al., utilizaram extratos etanodlicos (40%,
60%, 80% e/ou 90%) na dose de 200 mg/Kg por v.o., observando as acdes:
sedativa, miorrelaxante e anticonvulsivante.

Outros estudos tém demonstrado potentes efeitos anticonvulsivante,

sedativo, miorrelaxante e atividade antimicrobiana para os Oleos essenciais da
planta (VIANA et al., 2000). Utilizada em toda América, seja em centros urbanos
el/ou rurais, a literatura etnofarmacoldgica registra o uso do cha de cidreira (Lippia
alba (Mill)), tanto por seu sabor agradavel como pela acdo calmante/sedativa
atribuida pela medicina tradicional brasileira (BOORHEM et al., 1999; MORS et al.,
2000). O amplo emprego desta planta nas praticas caseiras da medicina popular,
aliado as descri¢des cientificas supracitadas, faz-nos cercar de indicativos atraentes
para sua escolha como tema farmacolégico e clinico (LORENZI e ABREU MATOS
2002).
A maioria dos estudos descrevendo L. alba enfoca as atividades antimicrobiana,
repelente e o efeito larvicida do 6leo volatil e de diferentes extratos preparados a
partir de diversas espécies de Lippia, e os trabalhos de isolamento de substancias e
de estudos detalhando seus efeitos farmacolégicos sdo escassos, fazendo-se
necessaria uma maior investigacao cientifica a fim de se validar o uso popular da
Lippia alba (Mill), paralelamente é necessario fazer o levantamento etnobotanico das
espécies medicinais de cada regido fitogeografica do Brasil (MATOS, 1997;
MARQUES DE CARVALHO, 2006).

Ainda, dados que descrevam acerca dos mecanismos moleculares/
neurobiolégicos envolvidos na expressdo de atividades farmacolégicas ligadas ao

SNC sao insignificantes ou ausentes. A caracterizagdo neuroquimica do extrato de
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folhas da Lippia alba (Mill), avaliando suas atividades na recaptacdo e ligacdo a
receptores GABAérgicos/glutamatérgicos, poderao contribuir para 0
desenvolvimento mais avancado e a compreensao mecanistica mais alargada de
compostos de potencial interesse farmacolégico. Porém, a despeito do uso popular
de plantas medicinais por muitos séculos, somente um numero relativamente
pequeno de espécies foi efetivamente estudado para possibilitar sua aplicacao

meédica com seguranca (ZHANG, 1998).

Figura 3 - Exemplar da planta medicinal Lippia alba (Mill), pertencente a colecéo de
plantas medicinais da Unidade de Biotecnologia da UNAERP. (Foto de acervo pessoal).
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Figura 3.1 - Beta-mirceno, limoneno, linalol e isémeros do citral e carvona
substancias encontradas no 0leo essencial de Lippia alba (Mill). (SMITH et al., 2006)
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2. OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho foi o de estudar o efeito neuroquimico e
neuroetolégico do(s) extrato(s) hidroalcodlico(s) da(s) folha(s) do(s) quimiotipo(s) de
Lippia alba (Mill.), bem como o de providenciar a analise fitoquimica dos extratos

hidroalcoolicos e 6leos essenciais dos diferentes quimiotipos em estudo.

2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Produzir os diferentes quimiotipos de Lippia Alba (Mill.) em esquema de
estaquia;

2. Caracterizar do ponto de vista fitoquimico os diferentes quimiotipos (07) de
Lippia alba (Mill) por meio de Cromatografia em camada delgada (CCDC)
e Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM)
através da analise dos respectivos extratos hidroalcoolicos e 6leos
essenciais;

3. Caracterizar do ponto vista neuroetologico os diferentes quimiotipos da
planta através do modelo de convulsdo induzido por Pentilenotetrazol
(PTZ) em camundongos, avaliando a potencia/eficacia dos diferentes
extratos hidroalcoolicos provenientes dos quimiotipos em estudo;

4. Tendo por base as analises neuroetoldgicas, providenciar a caracterizacao
neuroquimica do extrato hidroalcoolico de um quimiotipo em particular
(LP3) através de estudos de recaptacdo e/ou ligagdo a receptores

(binding) do GABA e/ou glutamato por meio de ensaios em sinaptosomas.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Producéo, plantio de mudas e coletade Lippia Alba (Mill.)

Sete quimiotipos de Lippia alba (Mill.) (07) foram plantados por estaquia e de
modo a garantir as mesmas condi¢des de desenvolvimento. A preparacdo e plantio
das mudas deu-se como se segue:

1) As variedades de Lippia alba (Mill.) foram coletadas em Setembro de 2005,
sendo cinco da regido de Botucatu-SP e duas da colecdo de plantas medicinais da
Universidade de Ribeirdo Preto-SP (UNAERP);

2) Preparou-se 100 mudas de cada variedade compreendendo um total de
final de 700 preparacoes;

3) Como dito, o método de propagacao utilizado foi o de estaquia, cada
estaca apresentou um tamanho médio de 18 cm, com 2 pares de gemas laterais
para formacao de raizes e com um par de folhas (Figura 4);

4) O substrato utilizado para o cultivo das mudas foi uma mistura de terra,
areia e adubo organico (Vitasolo) (1:1:1p/p). Este substrato foi acondicionado em
saco plastico com 12 cm de comprimento e 6 de largura. As estacas foram mantidas
em casa de vegetacao por quatro meses na Unidade de Biotecnologia — UNAERP.

5) As mudas entdo foram transferidas para a Unidade Agricola da UNAERP,
situada no sitio Irmés Marie (Terra de Ismael-Jaboticabal-SP). As mudas foram
plantadas em uma area de aproximadamente 40m2, como demonstrado no esquema
abaixo (Figura 5). Apés seis meses de cultivo, no més de marco de 2006, as partes

aéreas foram colhidas e secas em estufa a 40 C pel o periodo de uma semana.
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Figura 4 - Preparacao das estacas das variedades de Lippia alba (Mill.) na Unidade
de Biotecnologia da UNAERP. (Fotos do acervo pessoal)

Figura 5 - Disposi¢ao esquematica do plantio das 07 variedades de Lippia Alba(Mill.)
em terreno adequado de aproximadamente 40 m? no sito Terra de Ismael
(Jardindpolis-SP).
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3.2 Fitoquimica

3.2.1. Preparacéo dos extratos vegetais e extracdo  de 0Oleos essenciais

Efetuou-se a obtencdo dos extratos e Oleos essenciais dos sete quimiotipos
de Lippia alba (Mill.), enumerados de LP1-LP7, no Laboratério de Quimica de
Produtos Naturais da Unidade de Biotecnologia da UNAERP.

Oleos Essenciais: Para cada 20 gramas de folhas secas foram adicionados
250mL de agua destilada, sendo cada um dos 0Oleos essenciais obtidos apds duas
horas de extracdo em aparelho de “clevenger” (Figura 6). Salienta-se que a extracao
deu-se por hidrodestilagédo ou arraste por vapor d’agua.

Extratos hidroalcodlicos: Para cada 100 gramas de folhas secas foram
adicionados de 2L de &lcool etilico 80% (v/v). A maceragdo ocorreu por 72 horas, o
material obtido foi rotaevaporado a cada 24 horas para obtenc&o dos extratos brutos

gue posteriormente foram liofilizados (Figura 7).

Figura 6 - Aparelho de “clevenger” e amostra de 6leo essencial de um dos
guimiotipos de Lippia alba (Mill.) em destaque. (Foto do arquivo pessoal)
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Figura 7 - Extratos hidroalcéolicos de Lippia alba (Mill.) sendo rotaevaporados.
(Foto do arquivo pessoal)

3.2.2. Analises Fitoquimicas por CCDC e CG-EM

Para as anélises de CCDC, os diferentes extratos hidroalcéolicos (10mg/mL)
foram aplicados em placas de silica gel PF2s4 (10 x 10 cm) tendo o hexano:acetado
de etila (9:1) e BAW como fase movel. As corridas em placa foram acompanhadas
pelos respectivos padrdes de identificacdo, em um tempo meédio de corrida de 30
minutos e para BAW 60 minutos (OLIVEIRA et al., 2004). A visualizacao foi realizada
atraveés dos reveladores de Carater acido/neutro ou luz UV: a) Luz UV (A=264nm); b)
Vapores de lodo; c) Reativo de vanilina sulfarica (AZEREDO et al., 2004). O extrato
LP3 foi fracionado em coluna de sephadex (6cm x 2,80m) usando como fase movel
o metanol puro (Merck), com fluxo continuo de 2mL/minutos. Para a corrida das
fracbes obtidas, usou-se uma placa de silica gel PFzs4 (10 X 20 cm) tendo o n-
butanol/acido acético/agua (4:1:5, v/v) com fase moével, perfazendo um tempo médio
de corrida de 60 minutos. A revelacdo foi realizada seguindo os critérios
supramencionados.

A analise fitoquimica dos 6leos essenciais e extratos hidroalcoodlicos das sete

variedades de Lippia alba por meio de CG-EM foi realizada em colaboracdo com o
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IAC — Instituto Agronémico de Campinas, sob os cuidados da Profa. Dr2 Marcia Ortiz
Mayo Marques, despendendo um tempo médio de 30 dias para as analises. O
equipamento utilizado foi o Cromatografo a Gas acoplado a Espectrometro de
Massas (Shimadzu,QP-5000) em que as condicbes de andlise foram as que se
seguem: Coluna capilar: DB-5 (30m x 0,25mm x 0,25um); Injetor: 240 °C; Detector:
230 °C; Impacto de Elétrons: 70 eV; Géas de arraste: He; Fluxo: 1,0 mL/min.; Split:
1/20; Programa de Temperatura: 60°C — 240°C, 3°C/minuto; Volume de Injecéo: 1 yL
de solucdo (1 pL Oleo essencial ou extrato/ImL Hexano). A identificacdo das
substancias foi efetuada através da comparacéo dos seus espectros de massas com
o0 banco de dados do sistema CG-EM (Nist 62 lib.) e indice de retencédo de kovats

(MCLAFFERTY,1989; ADAMS, 1995).

3.3. Procedimento experimental neuroetolégicos util izando o modelo de

convulsao induzida por Pentilenotetrazol (PTZ)

Foram empregados 11 grupos de 07 camundongos cada (Swiss, machos, 18-
25g), onde um grupo recebeu o pré-tratamento com solucdo salina a 0,9% (grupo
controle negativo), outro o diazepam (1mg/kg) (grupo controle positivo), e os 07
grupos restantes receberam os extratos hidroalcoolicos de cada um dos quimiotipos
de Lippia alba (grupo experimental), separadamente, na concentracdo de 300mg/kg.
Todas as administracbes foram feitas via intraperitoneal (i.p.). Apds 60 min.,
administrou-se o PTZ em todos os grupos na dose de 80 mg/kg, também pela via i.p.
Os animais foram imediatamente observados por um periodo de 30 min., quanto aos
seguintes parametros de avaliacdo: laténcia para o animal entrar em convulséo,
duracdo das crises e numero de mortes (VELISEK et al.,, 1991). Além disso, 0s

resultados obtidos para cada um dos grupos foram avaliados através do grau de
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intensidade (severidade) de acordo com o quadro abaixo, denominado como painel

de “score”.

Graus de intensidade

0 = nenhum comportamento convulsivo

1 = abalos mioclénicos

2 = crises cldnicas sem perda do reflexo de endireitamento
3= crises cldnicas com perda do reflexo postural

4= convulsdo com extensdo das patas posteriores

5= extensdo tdnica com morte

Figura 8 - Camundongo em crise clénica com perda do reflexo postural,
obtendo o score 3, apés tratamento com PTZ. (Foto do arquivo pessoal)

Todo o experimento foi repetido por 03 vezes. Os dados foram analisados
utilizando-se o teste t de Student (p<0,05).
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3.4. Neuroguimica

3.4.1. Preparacao dos sinaptosomas

Os sinaptosomas foram confeccionados de acordo com método descrito por
GRAY e WHITTAKER (1962), modificado por COUTINHO-NETTO (1980).
Brevemente, as colecdes de cortices (Ratos Wistar 200-250g) em sacarose 0,32 M
(10-15% m/v), mantidas em banho de gelo, foram homogeneizadas a 900 rpm em
homogeneizador Potter-Elhvejen, Labo-Stirrer LS-50 da Yamato (“Clearance” de
0,25 mm).

Em seguida, o homogeneizado obtido foi centrifugado a 1700 xg por 10
minutos a 4 °C, o sobrenadante coletado e novamente centrifugado a 21200xg, por
20 minutos a 4 °C. Apoés esta etapa o sobrenadante foi descartado e o precipitado
reconstituido e lavados em tampao Krebs-Fosfato (NaCl 124 mM; KCI 5 mM; KH,PO,4
1,2 mM; CaCl, 0,75 mM; MgSO,4 1,2 mM; Na,HPO,4 20 mM; glicose 10 mM, pH 7.4)
(MERCK; Reagen). Os sinaptosomas assim confeccionados foram recolhidos e
utiizados nos ensaios de recaptagcdo ou para a feitura das membranas

sinaptosomais utilizadas nos experimentos de “binding”.

3.4.2. Estudo da recaptacdo do °H-GABA e °*H-glutamato em sinaptosomas

(curvas dose-resposta)

O precipitado sinaptosomal ressuspendido em Krebs-fosfato foi suavemente
homogeneizado em Potter, e seu conteldo protéico determinado pelo método de
LOWRY (1951), modificado por HARTREE (1972).

Os materiais radioativos *H-GABA e *H-glutamato foram adquiridos junto a

Amersham Pharmacia Biotech. Os experimentos de captacdo foram iniciados pela
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adicdo de 05 nM °H-GABA ou 10 nM de °H-glutamato (concentracdes finais) a
suspensao de sinaptosomas (0,1 mg de proteinas mL, concentracdo final), sendo
entdo todos os tubos incubados & 25°C (Experimentos com *H-GABA) ou 37°C
(Experimentos com >H-glutamato) por 05 minutos, na presenca ou auséncia de
diferentes concentra¢des (0,001235 a 0,1 mg/mL) de extrato hidroalcoodlico de Lippia
alba (Quimiotipo LP3), para um volume final de 0,5 mL/tubo completado com o
tampao Krebs-fosfato. Todos os experimentos foram realizados em triplicata e
repetidos por 03 vezes.

A escolha do tempo de incubacéo, da concentracdo do substrato radioativo e
de sinaptosomas foi feita de modo que os parametros permanecessem dentro da
porcao linear da curva de captacdo, como definido por experimentos prévios (dados
nao apresentados). As captacdes nao-especificas foram determinadas através de
amostras incubadas na presenca de dos referidos transmissores nao-marcados
(concentracdo final de 1 mM). Os valores de captagdes inespecificas que ficaram em
torno de 5-15% para os experimentos de recaptacao.

Apés a incubacdo, o conteudo dos tubos Eppendorf foi sedimentado por
centrifugacdo por 3 minutos a 3000xg (microcentrifuga Eppendorf 5415C). Os
sobrenadantes foram descartados e os precipitados lavados em agua destilada
gelada e acrescidos de 0,5 mL de &cido tricloroacético (TCA) 10%, agitados, e
centrifugados por mais 3 minutos a 3000xg. Duzentos microlitros de cada
sobrenadante obtido foram transferidos para frascos de cintilagdo contendo 5,0 mL
de liquido de cintilacdo miscivel em agua (250 mL de Antarox, 750 mL de tolueno,
100 mg de POPOP e 5 g de PPO, para 1 litro) (SIGMA; MERCK). A radioatividade
foi determinada em cintilador liquido LS-6800, da Beckman, com 2% de erro e

eficiéncia de contagem para o *H de aproximadamente 35 a 40%.
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As contagens obtidas pelo cintilador liquido (CPM) foram decrescidas dos
valores de recaptacédo inespecifica e tratadas como porcentagens dos controles. A
andlise estatistica foi feita por meio do teste t-Student. Os valores de p < 0,05 foram

considerados significativos.

3.4.3. Preparagao das membranas sinaptosomais para  os estudos de “ binding”

O precipitado sinaptosomal ressuspendido em tampéo Tris-HClI (5mM,
pH=7,4) foi homogeneizado em Potter e acrescido de maiores quantidades do
mesmo tampao em banho de gelo sob agitagdo branda por 30 min., apds o que fora
novamente centrifugado a 16.000rpm por 5mim. & 4°C. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado ressupendido e lavado por 07 vezes com tampao Tris-
HCI (50mM, pH=7,4) (16000rpm/5min./ 4°C) e seu contetdo protéico determinado
pelo método de LOWRY (1951), modificado por HARTREE (1972). O material obtido
(membranas sinaptosomais) é entdo aliquotado, centrifugado (16.000 rpm/5mim./

4°C) e armazenado a -20 °C por pelo menos 18 horas.

3.4.4. Estudo do “ binding” do °H-GABA e °>H-glutamato em membranas
sinaptosomas (curvas dose-resposta)

O sedimento congelado por pelo menos 18 horas é descongelado e
novamente lavado por mais 05 vezes com tampao Tris-HClI (50mM, pH=7,4)
(13.000rpm/5min./ 4°C), sendo finalmente ressuspendido em quantidade suficiente
do mesmo tampéo.

Os materiais radioativos *H-GABA e *H-glutamato foram adquiridos junto a
Amersham Pharmacia Biotech. Os experimentos de “binding” foram iniciados pela

adicdo de 10 nM °H-GABA ou 25 nM de °H-glutamato (concentracdes finais) a
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suspensdao de membranas sinaptosomais (0,5 — 1 mg de proteinas mL,
concentracdo final), sendo entdo todos os tubos incubados a 25°C (Experimentos
com *H-GABA) ou 30°C (Experimentos com >H-glutamato) por 30 minutos, na
presenca ou auséncia de diferentes concentragbes (0,001235 a 0,1 mg/mL) de
extrato hidroalcodlico de Lippia alba (Quimiotipo LP3), para um volume final de 0,3
mL/tubo completado com o tampao Tris-HClI (50mM, pH=7,4). Todos os
experimentos foram realizados em triplicata e repetidos por 03 vezes.

As captacdes ndao-especificas foram determinadas através de amostras
incubadas na presenca de dos referidos transmissores nao-marcados (concentracao
final de 1 mM).

ApoOs a incubacdo, o conteudo dos tubos Eppendorf foi sedimentado por
centrifugacdo por 3 minutos a 3000xg (microcentrifuga Eppendorf 5415C). Os
sobrenadantes foram descartados e os precipitados lavados em agua destilada
gelada e acrescidos de 0,21 mL de tampédo Tris-HClI (50mM, pH=7,4) e
homogeneizados. Cento e noventa microlitros de cada sobrenadante obtido foram
transferidos para frascos de cintilagdo contendo 5,0 mL de liquido de cintilagdo
miscivel em agua (250 mL de Antarox, 750 mL de tolueno, 100 mg de POPOP e 5 g
de PPO, para 1 litro) (SIGMA; MERCK). A radioatividade foi determinada em
cintilador liquido LS-6800, da Beckman, com 2% de erro e eficiéncia de contagem
para o °H de aproximadamente 35 a 40%.

As contagens obtidas pelo cintilador liquido (CPM) foram decrescidas dos
valores de “binding” inespecifico e tratadas como porcentagens dos controles. A
analise estatistica foi feita por meio do teste t-Student. Os valores de p < 0,05 e 0,01

foram considerados significativos.
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4. RESULTADOS

4.1. Andlises Fitoguimicas

A Figura 9 mostra na placa de CCDC os perfis fitoquimicos dos extratos
hidroalcodlicos provenientes dos diferentes quimiotipos de L. alba (Mill). Enquanto a
figura 9.1 e a tabela 2 mostram a variedade de classes fitoquimicas presentes no

extrato hidroalcodlico do quimiotipo LP3.
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Figura 9 - Placas de Cromatografia de Camada Delgada (CCDC), revelada com vanilina
sulfrica e vapores de iodo, demonstrando o perfil fitoquimico do extrato dos sete
guimiotipos e os padrdes de mirceno, limoneno e citral. (Foto do arquivo pessoal)
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Figura 9.1 — Placa de CCDC, revelada com vanilina sulfarica, demonstrando o perfil
variado de fragcbes do extrato hidroalcodlico do quimiotipo LP3. (Foto do arquivo pessoal)
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A Tabela 1 mostra os perfis fitoquimicos dos 6leos essenciais dos diferentes
quimiotipos de Lippia alba (Mill) analisados por CG-EM, As mesmas andlises
realizadas para os extratos hidroalcoolicos ndo revelaram a presenca de compostos
volateis, como os apresentados abaixo (Dados nao apresentados), do mesmo modo

gue observado para a Figura 9.

Tabelal: Porcentagem das substancias no 6leo essencial dos quimiotipos de Lippia
alba, analisados por CG-EM.
N° componente do dleo  IK2* IK2** LP1 LP2 LP3 LP4 LP5 LP6 LP7

O-pineno 932 926 - - - 5,62 - - -
sabineno 970 967 0,77 - - 425 - - 0,92
6-metil-5-hepten-2-one 979 985 - tr 1,06 - - 2,13 3,29
mirceno 988 991 - 495 1542 52,03 - 14,07 1,75
limoneno 1026 1031 - tr - 1,43 17,54 - 16,62
1,8-cineol 1027 1033 8,80 - - - - - .
Linalol 1098 1101 77,95 - - - - . .
trans-sabinol 1140 1140 - - - 7,80 - - .
neo-iso-dihidro carveol 1225 1226 - 1,36 - - - 213 3,29
acetato de mirtenila 1235 1235 - 2427 234 - - 2558 29,13
carvona 1244 1242 5,53 - - - 78,46 - -
geraniol 1250 1255 - 1,93 - - - - 0,95
geranial (Z-citral) 1265 1270 - 36,69 33,49 - - 35,98 38,32
acetato de geranila 1379 1383 - - - - - - 0,52
B-bourboneno 1383 1384 - - - - - - 044
trans-cariofileno 1419 1418 2,13 11,00 14,17 7,07 - 12,14 -
O-guaieno 1438 1439 - - - 5,32 - - -
a-humuleno 1452 1454 - - - 2,39 - - -
germagreno D 1480 1480 - 213 1,77 365 194 - 4,69
a-(E-E)-farneseno 1504 1508 - - - 4,41 - - -
cubebol 1514 1514 - - - - - - 0,35
oxido de cariofileno 1580 1581 - 571 3,99 - - 4,30 -

[ Total % do 6leo 95,18 87,64 9412 8517 97,94 9420 96,79

* = |K2 experimental; ** = IK? literatura; LP = variedade de Lippia alba; tr = tragos (%= 0,32).
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Tabela 2: Perfil fitoquimico qualitativo do extrato hidroalcodlico do quimiotipo LP3.

Substancia(s) Presente
Flavondides +
Terpendides +

Taninos -
Saponinas -
Alcaloides -

4.2. Andlises Neuroetoldgicas

As figuras apresentadas abaixo demonstram a atividade anticonvulsivante dos
extratos hidroalcoolicos dos diferentes quimiotipos de Lippia alba (Mill), utilizados
todos na mesma dose. Os animais foram tratados inicialmente com salina 0,9% para
0 controle negativo do teste, e os demais grupos foram tratados com os extratos dos
sete quimiotipos de Lippia alba (300mg/kg) e o diazepam (1mg/kg) (controle
positivo). Apds 1 hora das administra¢des iniciais administrou-se o PTZ (80mg/kg),
sendo os animais observados nos 30 min. subsequentes.

A porcentagem de animais que apresentaram convulsdo no grupo controle
negativo de cerca de 76,2% dentro dos 30 minutos propostos para observagao. Para
0s grupos tratados com os diferentes extratos a média ficou em torno de 40,21%,
destacando-se o quimiotipo (LP1 e LP6 - 23,81% e LP3 - 28,57%), enquanto que
nenhum dos animais convulsionou quando tratados com diazepam (controle
positivo). (Figura 10).

A sobrevivéncia dos animais é evidenciada na Figura 11 de modo independe

de os mesmos terem ou ndo apresentado crises convulsivas. Salienta-se que todos
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0S grupos experimentais mais 0 grupo controle positivo apresentaram altos indices
de sobrevivéncia, destacando-se novamente os quimiotipos LP1, LP3 e LP6
(76,19%; 71,43% e 76,19%, respectivamente).

O tempo necessario para 0 que 0s animais que entraram em crise morressem
(Laténcia para a morte) também é estendido em relacdo ao grupo controle positivo.
Destacam-se aqui também o quimiotipo LP2 (Figura 11).

A laténcia ou espaco de tempo (minutos) até o primeiro evento convulsivo foi
significativa para o extrato do quimiotipo LP7 (12,89%), prolongando assim, o estado
de normalidade até o momento da primeira crise (Figura 12). Porem, somente 0s
extratos dos quimiotipos LP1 (14” 03 seg.) e LP3 (09” 22 seg.) foram significativos
em diminuir a duracao da primeira crise convulsiva (Figura 13).

A analise de “score” avaliou a pontuagdo obtida pelos grupos controles e
experimentais seguindo o critério de avaliacdo indicado no painel de “score” (item
3.3), supramencionado na secc¢ao metodoldgica. Nesta figura é demonstrado o grau
de severidade das crises atingidas pelos animais, destacando-se novamente 0s
tratamentos com os quimiotipos LP1 (21,7 + 8,08) e LP3 (22,7 £ 7,50), onde na
ocorréncia de crises estas se mostraram mais brandas que nos demais grupos, a

excecao do grupo controle positivo (Figura 14).
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Figura 10 - Porcentagem de animais que entraram em convulsdes induzidas por
PTZ, 1h apds os diferentes tratamentos. * p<0,05.
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Figura 11 — Tempo de Laténcia para a Morte dos animais que entraram em
convulsao entre os diferentes tratamentos. *p<0,05.
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Figura 12 - Porcentagem de sobrevivéncia dos animais apdés os 30 min. da
administracdo do PTZ entre os diferentes tratamentos. *p< 0,05.
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Figura 13 - Tempo médio decorrido para o aparecimento da primeira crise
convulsiva nos diferentes tratamentos (Laténcia). *p<0,05.
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Figura 14 - Duracdo média em segundos da primeira crise convulsiva registrada nos
diferentes grupos. * p<0,05.
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Figura 15 - Pontuagdo com base no grau de severidade das crises durante as
convulsdes induzidas por PTZ 1h apds os diferentes tratamentos. *p < 0,05.

4.3. Andlises Neuroquimicas

As Figuras 16 e 17 mostram os resultados da recaptacao sinaptossomal de
H3-GABA e H3-glutamato na presenca ou auséncia de diferentes concentraces do
extrato hidroalcodlico do quimiotipo LP3 de Lippia alba (Mill.). Pode-se observar o
efeito inibitério dose-dependente do extrato sobre a recaptacédo de H*-GABA, com
alteracOes relativamente muito pouco expressivas ou significantes para o caso da

recaptacéo de H3-glutamato.
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Figura 16 - Curva dose-resposta mostrando o efeito inibitério do extrato
hidroalcodlico do quimiotipo LP3 de L. alba (Mill) na recaptacdo H3-GABA em
sinaptosomas cerebocorticais de ratos na presenca ou auséncia de diferentes
concentragdes do extrato (0,001235 a 0,1 mg/mL — concentragdo final). A figura é
representativa de trés experimentos independentes realizados em triplicata. *p<0,05;
**p<0,01.
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Figura 17 - Curva mostrando o discreto efeito inibitorio do extrato hidroalcodlico do
quimiotipo LP3 de L. alba (Mill) na recaptacdo H*-glutamato em sinaptosomas
cerebocorticais de ratos na presenca ou auséncia de diferentes concentracdes do
extrato (0,001235 a 0,1 mg/mL — concentracao final). A figura € representativa de
trés experimentos independentes realizados em triplicata. *p<0,05.

As Figuras 18 e 19 mostram os resultados do “binding” de H3-GABA e H*-

glutamato na presenca ou auséncia de diferentes concentracbes do extrato



hidroalcodlico do quimiotipo LP3 de Lippia alba (Mill.). Novamente, pode-se observar
o efeito inibitério dose-dependente do extrato sobre “binding” de H*-GABA, com

alteracbes relativamente pouco expressivas para o caso do “binding” de H*-

glutamato.
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Figura 18 - Curva dose-resposta mostrando o efeito inibitério do extrato
hidroalcodlico do quimiotipo LP3 de L. alba (Mill) no “binding” H3-GABA em
membranas sinaptosomais cerebocorticais de ratos na presenca ou auséncia de
diferentes concentracdes do extrato (0,001235 a 0,1 mg/mL — concentracao final). A
figura é representativa de trés experimentos independentes realizados em triplicata.
*p<0,05; **p<0,01.
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Figura 19 - Curva o discreto efeito inibitério do extrato hidroalcoodlico do quimiotipo
LP3 de L. alba (Mill) no “binding” de H3-glutamato em membranas sinaptosomais
cerebocorticais de ratos na presenca ou auséncia de diferentes concentracdes do
extrato (0,001235 a 0,1 mg/mL — concentracao final). A figura € representativa de
trés experimentos independentes realizados em triplicata. *p<0,05.
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5. DISCUSSAO

O uso de plantas medicinais remonta de priscas eras. A ampla utilizacdo de
plantas medicinais documentadas j& por civilizacdes antigas existentes nas regides
da China, india e Europa, fez com que as técnicas de extragdo e conservagdo de
partes de plantas fossem desenvolvidas (ELISABETSKY e SETZER, 1985). A
contribuicdo da biodiversidade tem sido essencial para melhorar e aumentar o
arsenal terapéutico, haja visto que a grande maioria dos produtos farmacéuticos
disponiveis no mesmo no panorama recente é de origem natural (CLARK, 1996). O
empenho para se obter farmacos a partir de fontes naturais é bastante arduo, dado
que uma fracdo minima da biodiversidade é estudada. Contudo, as técnicas para a
identificagdo quimica séo eficientes e reconhecidas na area bioldgica, o que torna a
busca por uma substancia com atividade anticonvulsivante de origem natural mais
coerente (CLARK, 1996; TYLER, 1999; GRABLEY e TRIERICKE 1999).

Estima-se que 65-80% da populacdo mundial, segundo a Organizacao
Mundial de Saude, utiliza plantas medicinais tradicionais para suprir necessidades
basicas de saude, tendo em vista que hospitais adequados e médicos vém se
tornando escassos em diversas partes do Terceiro mundo (BALICK, 1990;
CALIXTO, 2000). Na gama variada de substancias naturais muitas sdo provenientes
de plantas, sendo utilizadas na terapéutica, com ou sem a necessidade de
modificacdo estrutural da molécula original. FARNSWORTH (1990) cita alguns
exemplos: atropina, bromelina, cafeina, quimopapaia, codeina, deslanosideo,
digitoxina, digoxina, emetina, efedrina, fisostigmina, morfina, papaverina, pilocarpina,
quinidina, reserpina, escopolamina, teofilina, tubocurarina, vimblastina e vincristina.

Em 1995 foram identificadas as 20 substancias mais vendidas no mundo, 11

delas apresentavam uma estrutura baseada em moléculas advindas da natureza;
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apenas esse grupo de medicamentos representou uma renda de 16,53 bilhdes de
dolares no mercado farmacéutico mundial (O’'NEILL, 1998), mesmo diante de tal
valor, o potencial biologico das plantas como fonte de novos medicamentos ainda é
pouco explorado (BOTH, 2005). Embora tendo poucos dados disponiveis,
especialistas neste mercado estimam que as vendas de produtos fitoterapicos, no
varejo, situam-se na ordem de 14 bilhdes de ddlares/ano, dispostos da seguinte
maneira: 7 bilhdes na Europa, 2 bilhdes nos Estados Unidos, 1 bilhdo na América
Latina e 4 bilhdes na Asia e Africa. A estimativa é que este mercado triplique na
proxima década (GRUNWALD, 1997)

Algumas espécies tidas como anticonvulsivantes sédo descritas por diversos
autores, tais como: Apium graveolens; Pimpinella anisum, Ferula gummosa e Radix
bupleuri (Umbelliferae) (PORTILLA, 1951; ZHANG, 1990; LIU et al., 2002), Bauhinia
outimouta, Ximenia americana e Rauvolfia ligustrina, também apresentam evidéncias
de atividade anticonvulsivantes segundo QUINTANS-JUNIOR et al., 2002, a
Erythrina velutina é outra planta que apresenta atividades no SNC, tais como:
insGnia, convulsdes e tosses nervosas (TESKE et al.,1995), o 6leo essencial de H.
suaveolens tem sido estudado como anticonvulsivante (AKAH et al., 1993). Outra
variedade de Lippia, a Lippia sindoides apresentou atividade anticolinasterase
(TREVISAN e MACEDO, 2003).

Neste contexto, a L. alba, alvo de nosso trabalho ja ha muito tempo é utilizada
como planta medicinal de acdo calmante, sedativa, anticonvulsivante, espasmolitica
suave, analgeésica, ansiolitica, miorrelaxante, antiulcerogénica, antimicrobiana,
antifungica, larvicida e antioxidante (CHATURVEDI et al, 1976; ADESINA 1982;
ASHORKY et al., 1987; BOORHEM et al., 1999; MORS et al., 2000; VIANA et al.,

2000; SOARES et al., 2001; PASCUAL et al., 2001; VALE et al., 2002; ZETOLA et
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al.,2002; STASHENKO et al., 2004; DUARTE et al.,, 2005). De fato por estas
propriedades amplas, facilidade de cultivo e identificagcdo, ampla localizacdo no
territdrio nacional, grande descricdo de seus efeitos na literatura, e uma ja relatada
baixa toxiciddade, a L. alba se torna atraente para o desenvolvimento de um novo
fitoterapico ou como fonte natural para o isolar de ativos de interesse farmacologico,
de forma a agregar valor a nossa enorme biodiversidade e ainda poder diminuir os
custos de medicamentos.

O cultivo dos diferentes quimiotipos de L. Alba pelo método de estaquia se
relevou bastante eficiente, gerando grande aporte de material ao laboratério. De
fato, este método tem sido apontado como um dos mais eficientes para propagar
espécies herbaceas, como a estudada neste trabalho (BIASI e COSTA 2003).

Numa investigacdo fitoquimica com o objetivo de se isolar ou identificar,
mesmo que de maneira preliminar, os principios ativos de uma planta medicinal, o
primeiro passo é a escolha do material vegetal. Esta escolha pode ser bastante
dificil, pois se sabe que existem aproximadamente 350.000 espécies de plantas
sobre a superficie terrestre que ainda nao foram submetidas a qualquer tipo de
estudo fitoquimico ou farmacologico (HOSTETTMANN, 1997). A escolha da L. Alba,
em nosso trabalho deveu-se a sua ampla distribuicdo no territério nacional, pelo
corrente e costumeiro uso popular, por ser desprovida de agfes tdxicas, podem ser
consumidas em altas dosagens (MATOS, 1998) e ainda pela caréncia de dados que
descrevam seu modo de acao.

As técnicas fitoquimicas utilizadas nesse trabalho foram: maceracao,
rotaevaporagéo, cromatografia de camada delgada, cromatografia gasosa de alta
eficiéncia com espectrometria de massa acoplada e araste a vapor em aparelho de

clevenger, todas apropriadas ao propoésito inicial deste trabalho, ou seja, a
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identificacdo do quimiotipo de maior poténcia anticonvulsivante e a identificacao
preliminar da classe fitoquimica do(s) composto(s) ativo(s) descritos neste trabalho e
estudo do mecanismo de acéo.

As analises fitoquimicas por meio de CCDC e CG-EM realizadas neste
trabalho com os Oleos essenciais e/ou extrato(s) hidroalcéolico(s) dos diferentes
quimiotipos de L. alba, revelaram a presenca de uma quantidade diversificada e
variada de compostos fitoquimicos, incluindo a presenca de terpenos, flavonoides,
destacando-se, principalmente os flavondides (Tabela 2) e (Figuras 9 e 9.1), o que
também acontece na analise do quimiotipo LP3 em separado (Figura 9.1). A analise
dos oleos essenciais revelou também uma variacdo fitoquimica muito grande entre
0s quimiotipos, especialmente, nos compostos de interesse, ou seja, o conteudo de
B-mirceno, limoneno e citral, especialmente concentrados nos 6leos essenciais dos
guimiotipos representados na Tabela 1, o que segundo CRAVEIRO et al.,1988 e
VIANA et al.,, 2000, seriam as principias substancias quimicas envolvidas na
atividade anticonvulsivante e sedativa observadas nos diferentes ensaios bioldgicos
para tais atividades. Salienta-se que o citral € mais abundante no éleo essencial do
quimiotipo LP7, o B-mirceno, limoneno, respectivamente nos quimiotipos LP4 e LP5
(Tabela 1).

Em nossos ensaios utilizando o modelo de convulsdo induzido pelo PTZ,
foram utilizados extratos hidroalcdolicos de cada um dos diferentes quimiotipos,
quanto a estes, as andlises fitoquimicas em CG-EM nao relevaram a presenca de
compostos volateis, tais quais, os referidos acima, B-mirceno, limoneno e citral,
sendo assim, 0S mesmos hdo Sao 0S compostos responsaveis pelos efeitos
anticonvulsivantes observados neste trabalho (Figuras 10 a 15). Deste modo,

sugere-se que além destes compostos volateis, outros de natureza fixa, sdo também
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responsaveis em boa parte pelo efeito anticonvulsivante observado para a L. alba.
De fato, a auséncia de compostos volateis neste extrato indica que compostos nao
volateis seriam os responsaveis principais pelo efeito anticonvulsivante em nossos
experimentos. Como demonstrou ZETOLA et al., em 2002 com extratos etanolicos
(40%, 60% ou 80%) ricos em flavondides, apresentando efeito sedativo, indicando
que, muito provavelmente, esse efeito seja devido a presenca destes compostos
presentes em um quimiotipo especifico de L. alba, sdo os responsaveis pela
atividade anticonvulsivante observada naquele trabalho, o que corrobora os dados
obtidos no exposto presente. Estes dados sdo relevantes por atribuir funcdes a
novo(s) composto(s) presente(s) na planta que sdo também importantes para a
atividade observada. A titulo de comparacéo, todos os quimiotipos ora ensaiados
neste trabalho séo ricos em flavonoides (Figura 9), especialmente o LP3 (Figura
9.1). Estes resultados também s&o importantes do ponto de vista etnofarmacolégico:
na medicina popular a L. alba é utilizada para suas atividades fins como infuso, onde
evidentemente os compostos fixos, como os flavondides, teriam provavelmente uma
participacdo ativa maior do que aqueles constituintes volateis (SANTOS et al., 1998;
ALONSO et al 2004). Com relacéo a esta classe de compostos, alguns flavonoides,
como apigenina e cirsiliol, tem sido descritos como capazes de interagir com 0s
receptores benzodiazepinicos centrais, atuando como agonistas parciais (LEE et al.,
1991; VIOLA et al., 1994,1995,1997; AVALLONE et al., 2001). A interacdo com o
complexo receptor GABAA hiperpolariza as membranas neurais, 0 que em parte
explicaria as atividades ansioliticas, sedativas, miorrelaxantes e anticonvulsivantes
observadas para estes tipos de componentes (HAEFELY et al., 1992).

As andlises fitoquimicas, como as realizadas neste trabalho, s&o de

substancial importancia na definicho do melhor quimiotipo para 0 uso como
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anticonvulsivante, caso o mesmo venha ser utilizado como fitoterapico ou mesmo
como fonte para o isolar de ativos. Além disso, este tipo de esforco permite
comparacoes de tal modo a definir novos compostos farmacologicamente
importantes, somando-se aos anteriormente indicados como ativos.

Como supramencionado, em nossos ensaios neuroetologicos, foi utilizado o
modelo de convulsdo induzido por PTZ. O teste € muito comum, relativamente
simples e barato, e € considerado um modelo para crises generalizadas do tipo
crises de auséncia e mioclonicas (“pequeno mal”) (SWINYARD, 1969) e tem sido
empregado no estudo de farmacos com acdo sobre crises de auséncia tipica
humana e crises mioclénicas. O PTZ é uma das principais substancias indutoras de
convulsao utilizadas na triagem pré-clinica de novos farmacos anticonvulsivantes e
atua inibindo os canais de ions cloreto associados a receptores GABAx (LOSCHER
e SCHMIDT, 2002), impedindo a acéao inibitéria do neurotransmissor GABA, o que
desencadeia crises convulsivas generalizadas dos tipos auséncia, mioclénicas e de
crises tonico-clénicas (WADA, 1977; OLIVEIRA et al.,, 2001). A manifestacéo
epiléptica considerada como parametro preditivo por esta via é o abalo mioclénico
generalizado inicial, seguindo-se, em ordem de aparecimento: crises clonicas
repetidas das patas anteriores e/ou posteriores sem perda dos reflexos de
endireitamento; clonus generalizado com crises clonicas repetidas das patas
anteriores e posteriores com perda dos reflexos de endireitamento e queda; crises
clénicas com queda seguidas de extensdo das patas anteriores para tras; extensao
tonica das patas posteriores (pode estar ausente) (LOSCHER et al , 1991;
LOSCHER e FIEDLER, 1996).

Em nossos ensaios neuroetolégicos, os quimiotipos LP1 e LP3 se mostraram

0s mais efetivos, pois sdo aqueles que apresentaram altos indices de sobrevivéncia,
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menor duracdo da crise convulsiva, e menor grau de severidade (Figuras 11, 13 e
14). O quimiotipo LP3, devido a eficiéncia e maior facilidade de obtencéo, foi o
escolhido para os ensaios de neuroquimica utilizando o modelo sinaptosomal,
visando a descri¢édo parcial de seu mecanismo de acéao.

O sinaptosoma € uma organela capaz de exercer funcbes da
neurotransmisséo, haja vista que contém receptores, transportadores e canais
idbnicos funcionalmente preservados. As vantagens da técnica para estudos de
captacao e liberacdo compreendem a relativa facilidade de obtencéo e baixo custo,
pureza e auséncia de barreiras mecanicas entre os sinaptosomas (GRAY e
WHITTAKER, 1962; COUTINHO-NETTO, 1980).

Para as analises neuroquimicas, o extrato hidroalcodlico deste quimiotipo
(LP3) foi avaliado quanto aos seus efeitos na recaptacdo de H>-GABA e H*-L-
glutamato e ligacdo a receptores GABAérgicos/glutamatérgicos em modelos
sinaptosomais, demonstrando particularmente uma inibicho da recaptacéo
GABAérgica e alteracéo da ligacdo de H*-GABA em seus receptores, ambas acgées
dose-dependentes (Figuras 16 e 18), o que poderia explicar pelo menos
parcialmente, os efeitos anticonvulsivantes da L. alba em niveis moleculares,
contribuindo, pois, para o desenvolvimento mais avancado e a compreensao
mecanistica de compostos(s) de potencial interesse farmacoldgico. Novamente, de
acordo com as figuras 16 e 18 observamos um efeito méximo da inibicdo do
“binding” GABAérgico de 58,40% e inibicdo da recaptacdo de 50,31%, na
concentracédo de 0,1 e 0,1Img/mL. Assim a acgdo direta no receptor GABAEérgico se
soma a inibicho da recaptagdo, 0 que aumentaria o0 conteudo deste
neurotransmissor disposto na fenda sinptica e consequentemente sua acdo em

seus sitios de ligacdo. Dado o efeito anticonvulsivante observado, € conveniente
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supor, que o(s) ativo(s) encontrados no extrato sejam agonistas do(s) receptor(es)
GABAérgico(s), muito embora a metodologia neuroquimica empregada néo seja per
se suficiente para atestar definitivamente tal teoria. Os efeitos do extrato no “binding”
e recaptacdo de H>-glutamato foram considerados discretos, podendo ser atribuidos
a eventos inespecificos, dadas as altas concentracbes que acontecem e auséncia
da atividade no modelo dose-resposta, como acontece nos ensaios GABAEérgicos.

De fato, experimentos realizados com os perfis farmacoldgicos dos oleos
essenciais, com o0s quais VALE et al., 1999 trabalharam, especialmente os
quimiotipos EO | e Il, eram muito similares ao dos benzodiazepinicos, iSso sucinta a
idéia da interacdo com o0s receptores benzodiazepinicos localizados junto ao
receptor de GABA, caracterizando ent&o a atividade sedativa. Entretanto, ZETOLA
et al., 2002 utilizou o extrato etandlico de Lippa alba (Mill), observando o extrato
etandlico ES80% e as preparacdes em spray SDP1 e SDP2, pulverizadas. Uma
explanacdo suposta a estes achados € a presenca de compostos flavondides, que
nestas preparacfes poderiam esta agindo nos mesmos sitios benzodiazepinicos
como agonistas totais no receptor de GABAa, contudo, esta hipdtese necessita de
mais estudos (PALADINI et al., 1999).

O acido gama-aminobutirico (GABA) é neurotransmissor (NT) inibitério mais
proeminente do SNC de mamiferos, sendo encontrado em altas concentracées no
encéfalo e medula espinhal (KROGSGAARD-LARSEN et al., 1998). Com efeito,
varios dos aspectos farmacoldgicos, bioquimicos e fisiol6gicos relacionados a
transmissdo GABAérgica vém sendo descritos desde a descoberta do GABA no
cérebro de vertebrados por ROBERTS e FRANKEL, em 1950. O crescente interesse
por este sistema, sobretudo despertado nas ultimas trés décadas, se justifica pelo

envolvimento direto ou indireto da sinapse GABAérgica em neuropatologias ou
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distarbios psiquiatricos, como Coréia de Huntington, Parkisonismo, discinesia tardia,
epilepsia, isquemia cerebral, esquizofrenia, ansiedade, depressdo e disturbios do
humor ou comportamento (LLOYD et al., 1987; WONG et al., 2003).

A pesquisa por drogas que interfiram com a neurotransmissdo GABAérgica ou
mesmo glutamatérgica se justifica tendo em vista que disfuncdes destes sistemas
estdo envolvidas em diversas neuropatologias humanas, tais como epilepsia, Coréia
de Huntington, ansiedade, esclerose amiotropica lateral e isquemia, dentre outras
(MELDRUM, 1989; LOUZADA-JUNIOR et al.,1992; PLAITAKIS & CONSTANTAKIS,
1993; PENN et al., 1998; CLEMENT & CHAPOUTHIER, 1998).

Como anteriormente aventado, farmacos que atuem sustentando a
transmissdo GABAérgica, tais como agonistas ou moduladores de receptores
(fenobarbital e benzodiazepinicos), inibidores da enzima GABA-T (vigabatrina),
inibidores do transporte de GABA (NNC-711) e estimuladores de sua liberacdo
(gabapentina) aparecem como boas opc¢Oes terapéuticas no tratamento das
epilepsias. Neste sentido, o inibidor da recaptacdo de GABA NNC-711 e os ésteres
do &cido nipecético sdo potentes anticonvulsivantes em modelos experimentais de
epilepsias, bem como algumas das drogas supracitadas, como a vigabatrina e
benzodiazepinicos, tém sido largamente empregadas na clinica do cérebro
epiléptico (BERNASKOVA et al., 1999). Por outro lado, drogas, como a
semicarbazida, que blogueiam a sintese enddgena de GABA, concorrem para
promocao de crises epilépticas, evidenciando mais uma vez a relevante participacao
deste neurotransmissor nos eventos que envolvem as mais variadas formas de
epilepsia (MELDRUM, 1989).

Em todo mundo, ano a ano, milhdes de pessoas padecem das drasticas

consequéncias das epilepsias. A dramatica alteracéo entre o funcionamento cerebral
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normal e a crise convulsiva, passando pela perda de consciéncia e cianose, leva a
incapacidade de trabalho para alguns casos, evolucao direta ou indireta para o 6ébito
e sérios transtornos sociais. Como supramencionado, a epilepsia caracteriza-se
como a desordem neurologica mais evidente e comum, sem limitacées por barreiras
sécio-étnicas, etarias ou sexuais, atingindo cerca de 1-2% da populacdo mundial. O
custo anual com a sindrome nos EUA atinge cerca de 14 bilhdes de ddlares,
afetando por volta de 110-160 mil pessoas anualmente (LOWENSTEIN, 1999).
Também no Brasil, como aventado anteriormente, os numeros da epilepsia séo
relevantes, 119 casos para cada 10.000 habitantes na cidade de S&o Paulo
(MARINO et al., 1986), e de 165 casos para cada 10.000 habitantes em Porto Alegre
(FERNANDES et al., 1992).

Segundo GUERREIRO e colaboradores, apenas 40% dos individuos
epilépticos conseguem controlar totalmente as crises convulsivas mediante o uso
dos tratamentos anticonvulsivantes convencionais. Além disso, a terapia
convencional, especialmente a administracdo profildtica de barbitlricos, causa
grandes transtornos aos pacientes, como forte sonoléncia e prejuizo de aprendizado
(GUERREIRO et al., 2000). Além disso, como também supramencionado, grandes
avancos farmacologicos precisam ser empenhados de modo a corrigir distirbios de
poténcia, toxicidade, solubilidade e estabilidade quimica de farmacos
anticonvulsivantes atuais (KROGSGAARD-LARSEN et al., 1998; ANDERSEN et al.,
2001; PERUCCA, 2005). Com efeito, a prospeccdo avancada de novas drogas
anticonvulsivantes de diferentes naturezas quimicas e de variadas fontes bioldgicas,
aliada a modificagbes estruturais de compostos conhecidos e ao estudo do
mecanismo de acdo, poderad contribuir para o desenvolvimento de estratégias

terapéuticas mais seguras e eficientes que as atualmente empregadas no tratamento
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clinico das epilepsias, seja por meio de fitoterapicos ou ainda de maneira

convencional.
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6. CONCLUSAO

As conclusdes obtidas deste trabalho séo:

1) A propagacao por estaquia foi eficiente para a multiplicagdo dos
sete quimiotipos de Lippia alba (Mill);

2) As andlises fitoquimicas dos extratos e 6leos essenciais revelaram
uma grande diversidade e variedade de compostos, 0 que por sua
vez pode explicar a grande variedade de respostas observados nos
ensaios neuroetoldgicos, bem como poderdo contribuir para correta
selecédo da(s) variedade(s) para a formulagdo mais adequada de
fitoterapico(s) que poderao surgir em um momento vindouro;

3) Nenhum extrato é significativamente letal na dose de 300mg/kg,
guando comparado com o PTZ. Todos diferentes extratos
hidroalcodlicos apresentaram atividade anticonvulsivante como
demonstrado pelo teste do PTZ, embora com caracteristicas e
potencias variaveis entre os mesmos. Os quimiotipos LP1 e LP3 se
mostraram como sendo os mais efetivos como anticonvulsivantes,
uma vez que diminuem mais significativamente o namero de
animais que entram em crises convulsivas (23,81% e 28,57%
respectivamente), bem como aumentam a sobrevida dos animais
(76,19% e 71,43% respectivamente) e diminuem a duracdo da
primeira crise (14”03 e 09722 seg. respectivamente). Além disso,
proporcionam um menor indice de severidade nas crises
convulsivas observas de acordo com o painel de “score” (21,7 *

8,08 e 22,7 + 7,50, respectivamente).
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Tendo por base os resultados obtidos nos ensaios neuroetoldgicos,
o0 extrato do quimiotipo LP3 foi selecionado para os testes de
neuroquimica. O memso demonstrou, particularmente, a
capacidade de inibir ou alterar de maneira dose-dependente a
recaptacdo e o “binding” de H®-GABA em ensaios utilizando
sinaptosomas ou membranas sinaptosomais, o que pode explicar
pelo menos parcialmente, os efeitos anticonvulsivantes da L. alba
em niveis moleculares, contribuindo, pois, para o desenvolvimento
mais avancado e a compreensdo mecanistica de compostos(s) ou
extratos de potencial interesse farmacologico.

Os efeitos observados neste trabalho se deve(m) a composto(s)
quimico(s) fixo(s), que deve(m) ser considerado(s) na atividade
anticonvulsivante promovida pela L. alba, além dos estabelecidos B-

mirceno, limoneno e citral.
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