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Claudino, F. S. Caracterizagcao da atividade anticonvulsivante de epdxi-carvona em modelos
animais. 2007. 152f. Tese de Doutorado — Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa,
2007.

RESUMO

No presente trabalho investigou-se os efeitos psicofarmacologicos em modelos
animais da a,B-epoxi-carvona (EC), monoterpeno monociclico obtido por sintese a
partir da R-(-)-carvona. A DLsg por via i.p. da EC para camundongos foi de 922,6
mg/kg. Na triagem farmacol6gica comportamental, para avaliar o possivel efeito
no SNC da EC, observou-se que o0s camundongos tratados apresentaram
alteracbes comportamentais semelhantes as apresentadas por drogas que
diminuem a atividade do SNC, tais como: diminuicAo da ambulagdo, ptose
palpebral, resposta ao toque diminuida, sedacdo e analgesia. Animais tratados
com EC (200, 300 ou 400 mg/kg) apresentaram diminuicdo da atividade motora
guando comparados com animais nao tratados (controle), até 120 minutos apés a
administracdo. As doses de 300 ou 400 mg/kg induziram um aumento significativo
do tempo de sono dos animais ndo alterando, no entanto, a sua laténcia. EC na
dose de 400 mg/kg induziu uma reducédo no tempo de permanéncia dos animais
na barra giratéria (teste do rotarod). No teste do labirinto em cruz elevado, os
animais tratados com EC na dose de 300 mg/kg apresentaram aumento no
namero de entradas e tempo total de permanéncia nos bracos abertos, além de
promover uma redugdo no nimero de entradas e tempo total de permanéncia nos
bracos fechados quando comparado com o grupo controle, sugerindo uma acao
ansiolitica. EC apenas na dose de 400 mg/kg apresentou um aumento significante
na laténcia para o inicio dos mergulhos no teste da placa perfurada e as doses de
200, 300 ou 400 mg/kg promoveram uma reducdo no numero de mergulhos
apresentando assim perfil de droga sedativa. EC nas doses de 300 ou 400 mg/kg
promoveu protecdo de 75 % e 87,5 %, respectivamente, contra as convulsdes
induzidas quimicamente pelo PTZ, e foram eficazes em prevenir as convulsées
tonicas induzidas pelo MES nas doses de 200 (25 %), 300 (25 %) ou 400 mg/kg
(95,5 % de protecdo). A epodxi-carvona foi capaz de promover um aumento na
laténcia para o desenvolvimento das convulsdes induzidas pela PIC nas doses de
300 e 400 mg/kg e promoveu protecdo significante contra as convulsées nas
doses de 200 (12,5 %), 300 (12,5 %) ou 400 mg/kg (87,5 % protecéo). A presenca
do flumazenil, um antagonista seletivo do sitio benzodiazepinico dos receptores
GABA,, ndo foi capaz de reverter o efeito anticonvulsivante da EC. A epOxi-
carvona reduziu os niveis de lipoperoxidacao in vitro apresentando portanto, um
perfil de droga antioxidante, e promoveu reducdo da amplitude do PAC apéds 20
ou 30 minutos da incubacédo de EC na dose de 1 mM e essa reducédo do PAC é
um indicativo do bloqueio de canais de Na* dependentes de voltagem. Conclui-se
que EC apresenta efeitos psicofarmacologicos, com perfii de droga
anticonvulsivante e antioxidante, e seu mecanismo de acdo nado envolve a
ativacdo, pelo menos de forma direta, do sitio benzodiazepinico dos receptores
GABAA\ e envolve o bloqueio dos canais para sédio dependentes de voltagem.

PALAVRAS CHAVE: monoterpeno, 06leo essencial, o,pB-epéxi-carvona,
anticonvulsivante, antioxidante.
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Claudino, F. S. Characterization of anticonvulsant activity of epoxy-carvone in animals models.
2007. 152f. Tese de Doutorado — Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa, 2007.

ABSTRACT

In the present work was investigated the psychopharmacological effects of a,p-
epoxy-carvone (EC) monoterpene monocyclic obtained by synthesis from R-(-)-
carvone in animals models. LDsy by i.p. of EC was 922.6 mg/kg and in the
behavioral screening the evaluate possible effects in CNS of EC was observed
that the treated mice presented behavioral alterations similar to that observed by
drugs that reduce the CNS activity such as: reduction of the ambulation, palpebral
ptosis, ataxia, sedation and analgesy. Animals treated with EC (200, 300 or 400
mg/kg) presented reduction of the motor activity when was compared to not
treated animals (control) at 120 minutes after administration. The doses of 300 or
400 mg/kg induced a significant increase of the total time of sleep of the animals,
but did not have an increase in the sleep latency. EC at dose of 400 mg/kg
induced a reduction in the time of permanence on the revolving bar (Rotarod test).

In elevated plus-maze test the animals treated with EC at dose of 300 mg/kg
showed increase of number of entries and total time spent in open arms beyond of
promoted a reduction of the number of the entries and total time spent in enclosed
arms as compared to control group suggesting an anxiolytic-like action. EC only at
the dose of 400 mg/kg presented a significant increase of latency for beginning of
the head-dips in hole-board test and at doses of 200, 300 or 400 mg/kg promoted
a reduction in the number of the head-dips showing a sedative drug profile.

EC at the doses of 300 or 400 mg/kg promoted protection of 75 % and 87.5 %,
respectively, against convulsions induced chemically by PTZ and was efficient in
prevents the tonic convulsions induced by MES in doses of 200 (25 %), 300 (25
%) e 400 mg/kg (95.5 % of protection). o,B-Epoxy-carvone was capable to
promote an increase of latency for development of convulsions induced by PIC at
the doses of 300 or 400 mg/kg and promoted significant protection against
convulsions at doses of 200 (12.5 %), 300 (12.5 %) or 400 mg/kg (87.5 % of
protection). The presence of flumazenil, a selective antagonist of benzodiazepine
site of GABAA receptor was not capable to reverts the anticonvulsant effect of EC.

a,B-Epoxy-carvone reduced the levels of in vitro lipoperoxidation therefore
presented a antioxidant drug profile and reduced in a significant manner the
amplitude of CAP (compound action potential) after 20 or 30 minutes of incubation
of EC in dose of 1 mM and this reduction of CAP is an indicative of voltage-
operated Na® channels blockade. It was concluded that EC presented
psychopharmacological effects with anticonvulsant and antioxidant drug profile,
and the mechanism of action seems not involve an activation at least in direct form
the benzodiazepine site of GABA, receptors and involves voltage-operated Na*
channels blockade.

KEY WORDS: monoterpene, essential oil, o,B-Epoxy-carvone, anticonvulsant,
antioxidant.
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l. INTRODUCAO

1. Consideracdes gerais sobre drogas psicotropicas

Psicotropicos s&o aquelas drogas que atuam no Sistema Nervoso
Central (SNC) e que modificam o funcionamento cerebral, sendo a
psicofarmacologia € a area da farmacologia que se dedica ao estudo das
drogas psicotropicas, nos seus mais variados aspectos. Ha milénios séo
conhecidas substancias quimicas que exercem seus efeitos no SNC e que de
alguma forma influenciam a vivéncia e o psiquismo, ou seja, promovem
modificagdes comportamentais, no humor ou nos aspectos emocionais.
Fazendo-se uma analise do uso dessas drogas psicoativas ao longo da
histéria, podem ser distinguidas duas finalidades correlatas, a primeira delas
diz respeito a busca da modificagdo do comportamento e a outra visa produzir
estados alterados de consciéncia com fins religiosos, cerimoniais e recreativos
(ALMEIDA, 2006).

As drogas que atuam no SNC estdo entre as primeiras que foram
descobertas pelos seres humanos primitivos e ainda constituem o grupo de
compostos farmacolégicos mais amplamente estudados (COOPER et al.,
1996).

As funcdes do SNC sdo complexas e a classificagcao dos efeitos
das drogas que atuam nele (psicotropicos) estd muito longe de ser simples, e
ainda nao existe nenhuma base Unica satisfatéria para esta classificacio.
Assim, a classificagdo numa base quimica, que estabelece categorias como os
benzodiazepinicos e butiroferonas, ndo proporciona muita orientagdo para os
efeitos farmacologicos. Por outro lado, a classificagdo farmacolégica ou
bioquimica é relativamente simples para drogas cujo mecanismo de agao esta
razoavelmente bem esclarecido (inibidores da monoamina oxidase e inibidores
da recaptacédo de aminas), porém ainda existem casos, como por exemplo, dos
alucinégenos, em que o mecanismo de agao € pouco conhecido (KATZUNG,
2003, GILMAN, 2003).

Outra possibilidade é adotar uma classificagcdo empirica, baseada

no efeito farmacoldgico global (exemplo: estimulante psicomotor) ou no uso
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clinico (antidepressivos, antipsicoticos, antiepilépticos), mas isto apresenta a
desvantagem pelo fato de que as indicagdes das drogas psicotropicas podem
frequentemente mudar de acordo com a conduta clinica (RANG et al., 2004).

De acordo com Almeida (2006), na classificagcdo das drogas
psicotropicas podemos distinguir quatro divisdes: psicoanalépticos
(estimulantes da atividade do SNC), psicolépticos (depressores da atividade do
SNC), psicodislépticos (alucindgenos ou perturbadores da atividade do SNC) e
parapsicotrépicos (ndo apresentam um perfil adequado a nenhuma das classes
anteriores).

As principais e mais estudadas classes dos psicotropicos sdo: os
antidepressivos, anticonvulsivantes, relaxantes musculares, ansioliticos,
hipndticos e neurolépticos (POLATIN; DERSH, 2004).

Os antidepressivos podem ser divididos em: ftriciclicos
(imipramina e amitriptilina), agentes heterocicilicos (amoxapina e bupropiona),
inibidores seletivos da recaptagdo de neurotransmissores e inibidores da
monoamina oxidase (fenelzina e tranilcipromina). Todos eles exercem seus
efeitos terapéuticos aumentando seletivamente as aminas biogénicas
neurotransmissoras em multiplas vias no SNC (SAWYNOK et al., 2001; BLIER;
ABBOT, 2001).

Na classe dos anticonvulsivantes, o fenobarbital foi o primeiro
agente organico sintetizado que se reconheceu como dotado de atividade
anticonvulsivante. Os dois principais mecanismos de acdo das drogas
anticonvulsivantes s&o a potencializagdo da agédo do acido gama-aminobutirico
(GABA) e a inibicdo dos canais para sodio dependentes de voltagem, onde
podemos citar o fenobarbital, diazepam, tiagabina, fenitoina e carbamazepina
(ATTAL, 2000; CLUFF, 2002).

Os relaxantes musculares incluem as drogas que nao possuem
efeitos periféricos no tébnus muscular, mas sim efeitos no SNC, que causam
relaxamento muscular, incluindo-se nesse grupo o baclofeno, mefenesina e
alguns benzodiazepinicos (SCHOFFERMAN, 2003).

Os ansioliticos e hipndticos sao drogas utilizadas no tratamento
dos sintomas da ansiedade e no tratamento da insbnia, respectivamente.
Apesar dos objetivos clinicos serem diferentes, as mesmas drogas sao

frequentemente, usadas para ambas as finalidades. Os principais grupos de
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drogas utilizados com esta finalidade sdo os benzodiazepinicos (diazepam e
clordiazepoxido), barbituricos (zolpidem, fenobarbital e pentobarbital),
antagonistas dos receptores beta-adrenérgicos (propranolol) e outras drogas
(hidrato de cloral e meprobamato)(SCHATZBERG, 2003; RANG et al., 2004).

Na ultima classe estdo os neurolépticos, também chamados de
tranquilizantes maiores ou ainda de agentes antipsicoticos. Do ponto de vista
farmacolégico caracterizam-se como antagonistas dos receptores da
dopamina, embora muitas drogas atuem sobre outros alvos, particularmente os
receptores da 5-HT, o que pode contribuir para sua eficacia clinica. As
principais indicacdes para essas drogas sao as psicoses (delirios, alucinagcdes
e perda de contato com a realidade) e sintomas associados com transtorno
afetivo (bipolar) e transtornos severos de personalidade. Incluem as drogas
tipicas (clopromazina e haloperidol) e aquelas que tém menor tendéncia de
causar efeitos colaterais motores indesejaveis, chamados de atipicos
(clozapina, risperidona e sulpirida)(LIM et al., 2001; GILMAN, 2003)

2. Considerac0Oes gerais sobre a epilepsia

Na antiga Grécia, a epilepsia era chamada de "doenga sagrada".
Naquela época acreditava-se que os portadores da doenca possuiam
caracteristicas espirituais proprias, sendo passiveis de comunicag¢ao direta com
os deuses. O tratamento dava énfase nas medidas dietéticas, além de banhos
de imerséo e lavagens rituais. Apesar deste aspecto eminentemente espiritual,
Hipocrates ja acreditava em alteragbes orgéanicas associadas a epilepsia. O
conceito de cérebro, mente e corpo ainda ndo havia atingido o estagio de
divisdo pragmatica que caracterizou os trabalhos de Galeno e Vesalio
(JUNIOR, 2003)

Do ponto de vista semioldgico, Hipdcrates fez observacgoes
quanto a natureza dos ataques, dividindo-os em perda de consciéncia imediata
e aqueles precedidos por auras. Sua idéia de fisiopatologia partia de interagdes
entre 0 corpo e a natureza, influéncia das estagcdes e dos ventos, além do
regime alimentar. Em seus trabalhos refutava a hipotese de uma doenca
causada pelos deuses (ENCYCLOPEDIA BRITANNICA, 1952).
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Durante o século XIX, Hughlings Jackson estabeleceu as bases
da moderna epileptologia ao descrever as crises chamadas de psicomotoras
(HUGHLINGS-JACKSON, 1880; TAYLOR, 1980) e teorizar pioneiramente o
papel de descargas elétricas cerebrais na origem dos fendbmenos epilépticos.

A primeira cirurgia funcional para epilepsia foi executada por Sir
Victor Horsley no final do século XIX, em um paciente portador de gliose pos-
traumatica na regido frontal, encaminhado por Hughlings Jackson (TAYLOR,
1986).

O aspecto macroscopico de endurecimento e reducao volumétrica
das estruturas mesiais do lobo temporal em pacientes epilépticos foi descrito
pela primeira vez por Bouchet e Cazauvieilh em 1825. Em 1880, Sommer
descreveu pela primeira vez os seus correlatos microscopicos e por volta de
1930, Berger descreveu os primeiros registros de atividade elétrica in vivo, que
levaram a descricdo do eletrencefalograma e possibilitaram o estudo das
alteragdes epilépticas de forma funcional (FALCONER; TAYLOR, 1968).

A epilepsia € um dos disturbios neurolégicos mais comuns e
dados recentes da Organizacdo Mundial de Saude relatam que a doencga
chega a atingir cerca de 50 milhdes de pessoas no mundo tendo uma
prevaléncia em torno de 1% da populagdo mundial. Ha estimativas de que mais
que 80% das pessoas com epilepsia vivem em paises em vias de
desenvolvimento (WHO, 2005). Entretanto, pouco progresso tem se obtido na
compreensao da fisiopatogenia das convulsbes e dos proprios tipos de
epilepsias (McNAMARA, 1999).

As epilepsias caracterizam-se por alteragbes crbnicas,
recorrentes e paroxisticas na fungao neuronal, decorrentes de anormalidade na
atividade elétrica cerebral (ALMEIDA, 2006). A disfungao neurolégica na sua
fase aguda é chamada de crise epiléptica, a qual pode manifestar-se por
alteracbes sensitivas, emocionais ou cognitivas (COSTA et al.,, 1992). Na
verdade, o evento mais dramatico de alguns quadros de epilepsia € a
convulsao, estando associado a atividade hipersincrénica e repetitiva de um
grupamento neuronal do cortex cerebral e estruturas hipocampais, cuja
distribuicdo anatdbmica e duragdo de sua atividade determinam a natureza da
crise (AVANZINI; FRANCESCHETTI, 2003).
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As crises convulsivas podem ser associadas as diversas
mudangas bioquimicas em algumas areas cerebrais afetando varios
neurotransmissores (monoaminas, aminoacidos e peptidios) (MICHOTTE et al.,
1997, 2000), o metabolismo dos carboidratos, os sistemas de segundos
mensageiros (AMPc, DAG e IP3) e a expressao génica, que poderia estar
envolvidas na fisiopatologia responsavel pelas alteragdes ao longo do tempo
nos neurdnios (MELDRUM; GARTHWAITE, 1990; SIMONIE et al., 2000).

A crise epiléptica pode ser definida como uma manifestagéo
excessiva e/ou hipersincrénica resultante da atividade epiléptica, usualmente
auto-limitada ou ndo de neurdnios cerebrais. As crises nao auto-limitadas sao
denominadas crises continuas e configuram o quadro de estado epiléptico.
Este pode ser definido como uma crise duradoura, que ndo mostra sinais
clinicos de interrupcéo apés o tempo habitual da maioria das crises recorrentes
sem que a fungao do SNC retorne ao periodo interictal (ENGEL, 2001).

O estado epiléptico pode se desenvolver com graus diferentes de
envolvimento muscular. O evento motor consiste de um aumento ou diminuicéo
da contracdo muscular. O aumento da contragdo pode ser do tipo tbnico
(contracdo mantida durante segundos ou minutos), clénico (contracgoes,
seguidas de relaxamentos gerando abalos musculares sucessivos) ou
mioclénico (abalos muito breves, na forma de abalos). A diminuicdo da
contragao caracteriza as mioclonias negativas e as crises aténicas (ENGEL,
2001).

Segundo a Classificagao Internacional das Crises Epilépticas de
1981, (Comissdo de Classificagdo e Terminologia do ILAE, 1981); ha trés
grupos de crises: as parciais ou focais, as generalizadas e as crises nao
classificaveis.

As crises parciais ou focais, clinica e eletroencefalograficamente,
sao caracterizadas pela ativacdo de uma parte do cérebro, sendo subdividas
em crises parciais simples, quando ha preservacdo da consciéncia e crises
parciais complexas, quando ha comprometimento da mesma. As crises
generalizadas sao aquelas em que ha envolvimento, desde o inicio, de amplas
areas de ambos os hemisférios cerebrais. As crises n&o classificaveis ndo se

enquadram nos dois subtipos acima descritos (ENGEL, 2001).
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De acordo com a nova proposicdo da ILAE de 2001, a
classificagao passa a ser uma lista dos diferentes tipos de crises que s&o agora
consideradas entidades diagnosticas (ENGEL, 2001). Isto significa que sua
classificagdo se baseia simplesmente nas caracteristicas semiolégicas dos
eventos, as quais deixam de apresentar qualquer conotagdo anatdbmica ou
patofisioldgica (LUDERS et al., 1998). E bem descrito que existem fatores que
podem precipitar crises em pacientes susceptiveis, onde podemos citar:
estimulos visuais (luz intermitente), pensamentos, musica, leitura, alimentagéao,
agua quente, estimulos sensitivos-sensoriais e propioceptivos (ENGEL, 2001).

Alguns estudos sugerem o envolvimento do sistema GABAérgico
na manutengao e/ou propagacao da epilepsia humana (COSTA-LOTUFO et al.,
2002; FREITAS et al., 2004). O sistema GABAérgico tem como
neurotransmissor o GABA (ALMEIDA, 2006). O GABA esta presente em todo o
tecido cerebral, porém ndo em outros tecidos de mamiferos, exceto em
quantidade minimas. No cérebro € um importante neurotransmissor inibitério
(CHEBIB et al., 2003), presente em quantidade abundante (LUDENS;
WISDEN, 1991), e compostos que bloqueiam a sintese, a liberagao sinaptica
ou a agao pos-sinaptica do GABA induzem convulsdes (CHEBIB et al., 2003).

Por meio de técnicas de biologia molecular foram identificados 3
subtipos de receptores GABAérgicos: GABAa, GABAs e GABA: (BORMANN,
1988; FUKUSHIMA et al., 2007). GABAA e GABA: sao receptores acoplados a
canais ibnicos, enquanto que o GABAg é um receptor acoplado a proteina G
(CHEBIB; JOHNSTON, 1999).

Esses receptores encontram-se distribuidos no SNC de forma
diferenciada e divergem quanto ao mecanismo de ativagédo. O subtipo GABAA,
€ um receptor ionotropico (canal para cloreto) que medeia a capacidade de
inibicdo rapida da neurotransmissdo no cérebro de mamiferos, ja o subtipo
GABAg esta localizado principalmente nos terminais pré-sinapticos e pertence
a familia de receptores metabotrépicos que sdo acoplados a proteina Gs e
atuam na formagdo de segundos mensageiros (BORMANN, 1988;
STRUZYNSKA; SULKOWSKI, 2004; ALMEIDA, 2006).

A inibicdo é um processo fundamental na atividade cerebral e a
maioria das células neuronais cerebrais expressam estes receptores em suas

membranas. Os mecanismos GABAérgicos estdo diretamente envolvidos em
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todos os processos fisioldgicos e comportamentais e, indiretamente em varias
doengas neuropsiquiatricas. Assim, varias drogas que atuam nos receptores
GABAAa tém sido utilizadas com sucesso na clinica no tratamento da ansiedade,
epilepsia, disturbios do sono, e indugdo e manutencido de anestesia, tais como
benzodiazepinicos, barbituricos, esterdides neuroativos, e o propofol (KORPI et
al., 2002).

Ligantes que interagem com o sitio de ligagdo dos
benzodiazepinicos tém um largo espectro de atividade desdes agonistas totais
e parciais a antagonistas. Agonistas parciais produzem uma resposta menor
com ocupacao total dos receptores e produzem curvas de concentragao-efeito
semelhantes aos agonistas totais na presenga de um antagonista, que séo
substancias que se ligam aos receptores sem promover alteragdes na fungéo
celular (KATZUNG, 2003; GILMAN, 2003).

Enquanto que agonistas dos benzodiazepinicos potencializam as
correntes de cloreto induzidas pelo GABA, os agonistas inversos mostram
propriedades nas descargas neuronais reduzindo assim a atividade
GABAérgica. Do ponto de vista comportamental, agonistas inversos do sitio de
ligacdo dos benzodiazepinicos produzem uma variedade de efeitos que séo
opostos aqueles dos classicos agonistas benzodiazepinicos, como o diazepam
(CRESTANI et al., 2002).

A década de 90 foi marcada por inumeros avangos no
desenvolvimento de Drogas antiepilépticas (DAEs), e desde 1993 novas drogas
tém sido comercializadas em um ou mais paises no mundo e isso leva a
perspectiva de uma nova terapéutica para pacientes que até agora nao tinham
tratamento adequado com a utilizagdo dos farmacos disponiveis no mercado
(WHITE, 1999). A descoberta do fenobarbital em 1912 marcou o inicio da
farmacoterapia moderna da epilepsia (ALMEIDA, 2006) e desde entdo a
pesquisa tem se concentrado na descoberta de novas drogas com mecanismos
de acéo diferentes. A estratégia para a descoberta de novas DAEs ¢€ baseada
em trés caminhos: (a) triagem aleatéria de drogas, (b) desenvolvimento
direcionado de drogas (modificagbes estruturais para melhor efeito clinico e
farmacoldgico) e (c) desenvolvimento baseado no mecanismo de ag&o. Todos
os trés caminhos tém levado a descoberta e identificagdo de novas drogas para
o tratamento da epilepsia (WHITE, 1999).
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Apesar da auséncia de fatores etiolégicos bem compreendidos
ser um limitante no uso da DAEs e da propria terapéutica, varios estudos tém
mostrado que o mistério em determinar as bases celulares especificas da
epilepsia vem promovendo um tratamento medicamentoso muito mais
direcionado para o controle dos sintomas, em especial, das convulsdes, do que
a supresséo da propria epileptogénese (LOSHER; SCHMIDT, 2002).

Atualmente, apesar de um arsenal vasto de DAEs existentes no
mercado e de agirem com certa seletividade no SNC, cerca de 30 % dos
pacientes nao conseguem ter um tratamento adequado com esses farmacos
(HERMAN; PEDLEY, 1999; LOSHER; SCHMIDT, 2002). Um dos fatores
importantes € a “farmacoresisténcia” que algumas DAEs apresentam chegando
a acometer cerca de 40% dos doentes com epilepsia (REGESTA;
TANGANELLI, 1999). A despeito desse importante registro, os mecanismos
desencadeadores da farmacoresisténcia sdo pouco compreendidos (JEUB et
al., 2002). As DAEs de primeira geragdo (fenitoina, carbamazepina,
fenobarbital, diazepam e valproato de sodio) apresentam um numero
significativo de efeitos adversos tais como sedagdo, retencdo hidrica,
hepatotoxicidade, depressdo, bradicardia, acidose respiratéria, anemia
megaloblastica e tolerancia (HERMAN; PEDLEY 1999; CHIOZA et al., 2001;
PEDLEY, 2001; BITTIGAU et al., 2002; ALMEIDA, 2006).

E verdade que nas duas ultimas décadas, com o surgimento das
DAEs de segunda geracao (lamotrigina, vigabatrina, tiagabina, topiramato,
gabapentina e leviracetam) e de terceira geragao (remacemida, fosfenitoina e
dezinamida), o tratamento da epilepsia tém apresentado muitos avangos e
varias outras substancias tém sido propostas como novos agentes
antiepilépticos. Contudo, o percentual de pacientes que ndo tem um controle
apropriado continua sem modificagbes significativas (JOHANNESSEN et al.,
1995; LOSCHER; SCHMIDT, 2002; ALMEIDA, 2006). A figura 1 mostra as
estruturas quimicas das principais drogas antiepilépticas.

A farmacoresisténcia de certos tipos de drogas na epilepsia é
geralmente considerada como sendo multifatorial, mas duas hipdteses
recebem ultimamente maior atencdo: a hipétese do alvo e a hipdtese do
transportador multidroga  (SCHMIDT; LOSCHER, 2005; LOSCHER;
POTSCHKA, 2005).
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Figura 1. Estrutura quimica das principais drogas antilpilépticas: (A)
lamotrigina, (B) gabapentina, (C) fenitoina, (D) carbamazepina e (E) diazepam.

Baseado na hipbétese do alvo, mudancas intrinsecas ou
adquiridas nos alvos das DAEs no cérebro levam ao desenvolvimento da
farmacoresisténcia, enquanto que na hipétese do transportador multidroga o
alvo nunca é alcangado por causa da maior expressao intrinseca ou adquirida
de transportadores multidroga na barreira sanguinea cerebral restringindo a
captagdo das drogas (SCHMIDT; LOSCHER, 2005; LOSCHER; POTSCHKA,
2005).

Estudos recentes que buscam o desenvolvimento de novas DAEs
caminham no horizonte de drogas com potencial anticonvulsivante alto,
controlando de forma seletiva os diversos tipos de epilepsias, e que
apresentem baixa toxicidade (LOSCHER; SCHMIDT, 1994; SCHMIDT;
LOSCHER, 2005; LOSCHER; SCHMIDT, 2006). Contudo, pesquisas mais
recentes com possiveis anticonvulsivantes estdo inseridas em novos conceitos,
como drogas que atuem sobre a propria epileptogénese inibindo o
desenvolvimento e progressdo da epilepsia e abandonando um pouco o

enfoque das DAEs tradicionais que agem, de maneira geral, suprimindo a
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propagacao inicial das convulsdes tratando, assim, os sintomas (BRODIE,
2001; LOSCHER; SCHMIDT, 2002; LOSCHER; SCHMIDT, 2006).

Numerosos mecanismos tém sido propostos para acdo das
DAEs, mas, de maneira geral, atuam principalmente por trés mecanismos: (1)
limitacdo dos disparos neuronais repetitivos por bloqueio de canais idnicos
dependentes de voltagem (canais para Na“ ou Ca*®), (2) incremento da
neurotransmissao inibitéria mediada pelo GABA (3) bloqueio da transmissao
glutamatérgica excitatéria (DECKERS et al., 2003).

Com o melhor entendimento dos mecanismos associados com 0s
eventos epileptiformes e a atividade anticonvulsivante dos novos farmacos
levaram a sintese de novas drogas especificamente direcionadas para a
reducdo da excitacdo ou aumento da inibicdo do SNC. Como resultado muitas
novas DAEs atuam em combinacdo de mecanismos que envolvem a
modulagao (abertura e fechamento) de canais, mais especificamente canais
para Na* ou Ca™ e interferindo com a transmissdo GABAérgica (SUZDAK;
JANSEN, 1995; ROGAWSKI; PORTER, 1990; HOSFORD; WANG, 1997)

Por exemplo, a tiagabina que ¢é inibidora da recaptacao do GABA
(SUZDAK; JANSEN, 1995), e a vigabatrina que é inibidora da GABA
transaminase, enzima que € responsavel pelo metabolismo do GABA
(ROGAWSKI; PORTER, 1990; HOSFORD; WANG, 1997) atuam por
modularem a transmissdo GABAérgica por meio de um mecanismo diferente
que a modulagao alostérica direta dos receptores GABAA pds-sinapticos. Além
dessas DAEs o felbamato e topiramato atuam em um Unico mecanismo que € a
inibicdo da neurotransmissdo mediada pelo glutamato, seja nos receptores
NMDA (felbamato) ou nos receptores AMPA/kainato (topiramato)(WHITE,
1999).

SV2A é uma proteina integral de membrana presente em todas
as vesiculas sinapticas, e tem papel crucial na regulagdo da fungdo vesicular
como o processo de exocitose (BAJJALIEH et al.,, 1994; CROWDER et al.,
1999), e o descobriu-se que antiepiléptico leviracetam liga-se a essa proteina
(LYNCH et al.,, 2004) e este fato teve importantes implicagbes para o
entendimento da fisiopatologia da epilepsia e para o desenvolvimento de outros
agentes antiepilépticos, ja que tem sido relatado que esse farmaco possui um
novo mecanismo de agao para as DAEs (MARGINEANU; KLITGAARD, 2002).
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Essa hipotese é suportada pela auséncia de efeito em um dos trés principais
mecanismos atualmente aceitos para as acgdes anticonvulsivantes dos
antiepilépticos (facilitagdo GABAérgica, inibicdo da corrente de Na* ou inibigéo
das correntes de Ca*? (MARGINEANU; KLITGAARD, 2002).

As novas drogas com atividade antiepiléptica sao identificadas e
desenvolvidas como resultado de sua habilidade de bloquear convulsdes
agudas induzidas em modelos animais de epilepsia. Dentre 0os numerosos
modelos empregados na descoberta de novas drogas, o eletrochoque auricular
maximo (MES), o teste do pentilenotetrazol e o abrasamento em ratos sdo os
mais utilizados em programas de descoberta de novas DAEs (WHITE et al.,
1998; LOSCHER, 2002; LOSCHER; SCHMIDT, 2002; WHITE, 2003;
LOSCHER; SCHMIDT, 2006; ALMEIDA, 2006).
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3. Considerac0Oes gerais sobre plantas medicinais

Ha milhares de anos que a flora medicinal tem sido utilizada pelas
populacdes de varias partes do mundo face aos beneficios apresentados para
manutencdo da saude humana, valor esse reconhecido pela Organizagao
Mundial de Saude que em 1978 passa a reconhecer a fitoterapia como
alternativa de eficacia comprovada (VIEIRA, 1992).

Inumeros séo os registros que mostram a busca incessante, nas
plantas medicinais, para cura ou mesmo o alivio de moléstias que tém atingido
a humanidade (CARLINI, 1995; WILLIAMSON et al.,, 1996; DE FEO et al.,
1996; AHMAD et al., 1998)

Apesar do enorme progresso na quimica medicinal, o
desenvolvimento de uma nova droga tornou-se mais dificil, e as razbes séo
multiplas, mas incluem o fato que para a maioria das doencas, drogas com
resultados clinicos satisfatorios estdo disponiveis, e desenvolver uma droga
que seja ativa no mesmo alvo e que nao seja mais cara financeiramente, torna-
se cada vez mais dificil VERPOORTE; KIM; CHOI, 2006).

Em consequéncia, em 2003 somente 21 novas drogas foram
trazidas ao mercado. Fato interessante, das 877 novas drogas que foram
desenvolvidas no periodo 1981 a 2002, 6% eram produtos naturais, 27% eram
derivados de produtos naturais, e 16% eram sintéticas desenvolvidos no
modelo de um produto natural (NEWMAN, CRAGG; SNADER, 2003),
demonstrando que a natureza € uma fonte importante para conduzir a novos
farmacos.

A tendéncia decrescente no numero de novas drogas nao é uma
condi¢do de mudar-se num futuro préximo e o fato que algumas novas drogas
importantes estiveram sendo retiradas do mercado devido aos efeitos
colaterais sérios significa que no futuro introduzir novos farmacos no mercado
sera ainda mais dificil (VERPOORTE; KIM; CHOI, 2006).

Os custos para o desenvolvimento de uma nova droga estao
entre 500 e 700 milhées de Reais, com de 10.000 a 100.000 compostos
testados para encontrar uma nova droga. O tempo de desenvolvimento médio

da idéia do farmaco até chegar a introduzi-lo no mercado é agora de 15 anos
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(DIMASI; HANSEN; GRABOWSKI, 2003; DICKSON; GAGNON, 2004;
BUTCHER, 2005).

Estima-se que 80% da populagdo do mundo continuam a usar a
medicina tradicional no cuidado de saude, incluindo o uso de cerca de 40.000 a
70.000 plantas medicinais (SCHIPPMANN; LEAMAN; CUNNINGHAM, 2006),
onde na maioria dos casos, muito pouco € sabido sobre essas plantas
(VERPOORTE; KIM; CHOI, 2006), sendo as plantas medicinais uns dos
poucos recursos terapéuticos disponiveis para a maioria dessas populacoes,
que as utilizam para tratar diferentes patologias (LAPA; LIMA, 1997; RASKIN et
al., 2002).

Até o ano de 2000, aproximadamente apenas 15% de todas as
espécies de plantas tinham sido estudadas pela fitoquimica e somente 5% para
uma ou mais atividades biolégicas (VERPOORTE, 2000).

Embora extensas pesquisas sobre plantas medicinais sao
publicadas a cada ano, somente algumas plantas foram estudadas
detalhadamente para a atividade farmacolégica. Considerando estes fatos, as
medicinas tradicionais e, obviamente as plantas medicinais representam uma
grande fonte para o desenvolvimento de novas drogas (VERPOORTE; KIM;
CHOI, 2006).

O entusiasmo em relacao ao estudo de plantas medicinais e seus
extratos vém crescendo na assisténcia a saude em fungdo de sua facil
aceitabilidade, disponibilidade e baixo custo. Grande parte da populagéo
mundial utiliza a medicina popular para seus cuidados primarios em relagao a
saude, e se presume que a maior parte dessa terapia tradicional envolve o0 uso
de extratos de plantas ou seus principios ativos (FARNSWORTH et al., 1985;
KAUR et al., 2005).

As plantas representam uma fonte importante de produtos
naturais biologicamente ativos, muitos dos quais constituiram modelos para a
sintese de um grande numero de farmacos. Pesquisadores da area mostram-
se impressionados com a diversidade de estruturas, propriedades fisico-
quimicas e biologicas dos produtos encontrados na natureza (WALL; WANI,
1996).

Para obtencdo de novas drogas, dois caminhos distintos estao

disponiveis: reducionista (baseada no paradigma de um unico alvo) usada
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atualmente no desenvolvimento de drogas, e em um caminho holistico
(baseado na medigdo dos efeitos da medicina tradicional em um sistema in
vivo) (VERPOORTE; KIM; CHOI, 2006).

O desenvolvimento de uma nova droga consiste basicamente em
duas fases: a primeira fase consiste na identificacdo de um novo composto
ativo (usualmente referido como “nova entidade quimica”), que sera aprovada
como uma nova droga Investigacional (NDI) para experimentagdes clinicas
(Figura 2). A segunda fase consiste em experimentagdes clinicas, que séo
divididas em trés fases, onde se a droga passar por todas as trés, a ultima

etapa é o registro oficial.

1-2 anos Descoberta Triagem com 10.000 a
G 100.000 compostos

1-2 anos otimizagao
1-3 anos identificagio do composto quimico

para os teste clinicos

V4

MNova droga investigacional
{NDI)

G

3-6 anos Estudos clinicos {Fase | a lll)

v

2-3 anos Registro 2003: 21 novas drogas

Figura 2. Sequéncia de eventos para o desenvolvimento de novas drogas com
duragédo aproximada de cada fase (Modificado de VERPOORTE; KIM; CHOI,
2006).

Estudos tém mostrado o significante papel dos produtos naturais

na pesquisa de novas drogas, tanto na descoberta quanto no desenvolvimento.
Por exemplo, cerca de 60-75% das novas drogas utilizadas no tratamento de

cancer e doengas infecciosas sao de origem natural (NEWMAN et al., 2003).
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Para ilustrar o papel dos produtos naturais e dos seus derivados,
na década de 1980, somente na Europa e nos Estados Unidos, o mercado de
preparacdes fitoterapicas aproximava-se de 6 bilhdes de ddlares/ano
(CARLINI, 1988), ja no ano 1999 os valores mundiais chegaram proximos de
12 bilhdes de ddélares/ano (CALIXTO, 2000), e em 2005 atingiram os 25,5
bilhbes de dodlares, ficando claro que os produtos naturais continuam a
desempenhar importante papel econémico e terapéutico na medicina moderna
(RAUHALA, 2006).

Esse mercado tdo rico e prospero tem impulsionado varias
pesquisas. Atualmente um grande numero de estudos cientificos tem se
concentrado nas chamadas terapias tradicionais como importante fonte para
pesquisas (WHO, 1993).

No Brasil, além dos fatores econdmicos, o lado social também é
de grande importancia onde se estima que, aproximadamente, 50 milhdes de
brasileiros ndo tém acesso ao medicamento e faz, muitas vezes, do tratamento
com plantas sua unica opgéao terapéutica (BARBOSA, 2006).

O desenvolvimento de novos medicamentos ou farmacos
encontra-se profundamente alicergado na histéria da descoberta da atividade
farmacologica exibida por fontes de origens naturais (FARNSWORTH;
MORRIS, 1976). Uma enorme variedade de medicamentos teve sua origem na
extracdo direta de fontes naturais, usados praticamente sem modificacdes
estruturais, como encontrados na natureza (DEWICK, 1998).

Desde a antiguidade que culturas indigenas utilizam substéncias
com comprovada atividade farmacolégica, por exemplo, curare, quinina,
digoxina, entre tantos outros exemplos de plantas medicinais existentes no
Brasil e no mundo. Até os dias atuais, € marcante o isolamento de substancias
a partir de fontes naturais, com atividades biolégicas e potencias superiores,
como exemplificado pelo taxol, utilizado como anticancer, a huperzina (KHIARI;
HASSINI; GRAVEL, 2001) utilizada no tratamento de doencgas degenerativas e
a artemisinina, promissora como antimalarico (CALIXTO, 2000).

Convém salientar que plantas indicadas para o tratamento de
doengas com manifestacbes neuroldgicas e disturbios psiquiatricos tém
apresentado uma grande procura, porém, muitas ndo apresentam nenhum

respaldo cientifico e as vezes nem sequer tém acao no SNC (ALMEIDA et al.,
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1999). A maioria das plantas com agao no Sistema Nervoso Central (SNC) esta
inserida na categoria de drogas depressoras com amplo emprego terapéutico,
pois de modo geral atuam por mecanismos que resultam na diminuigcdo da
ativagao cerebral (ALMEIDA, 2003).

Varios sao os exemplos historicos do emprego de plantas
medicinais na obtencgao e estudo de novas substancias com acdo no SNC, tais
como a morfina e a codeina, obtidas a partir da Papaver somniferum que
promovem analgesia e alteragdes no humor por atuar, principalmente, nos
receptores opidides u (HUANG; KUTCHAN, 2000). A cafeina, extraida da
Paullinia cupana, que pertence quimicamente a classe das xantinas
semelhante a teofilina e teobromina, que promove efeitos estimulantes do SNC
(HENMAN, 1986), a mescalina extraida da lophophora williamsii e a
hiosciamina extraida da Datura stramonium que promovem efeitos
alucinégenos (ALMEIDA, 2006).
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4. Consideracgfes gerais sobre 6leos essenciais

A origem do termo “6leo essencial® é antigo e seu uso permanece
ao longo dos anos. Por mais que os avangos tecnoldgicos e as descobertas
cientificas mostrem a sua inadequacéao, nos setores produtivos, comerciais e
cientificos se continua empregando o termo “6leo essencial’, em todos os
lugares do mundo (BLANCO et al., 2007).

Antes do surgimento da Quimica moderna, quando se praticava a
Alquimia, buscava-se intensamente uma explicacdo para os aspectos
metafisicos, a origem da porcao etéria ou alma. Muitos alquimistas buscavam
descobrir e isolar esse quinto elemento da matéria (QUINTA ESSENCIA),
capaz de lhe promover animagéo, ou o0 anima, a alma (BLANCO et al., 2007)

As plantas aromaticas que sdo aquelas que possuem aroma e/ou
perfume, capazes de sensibilizar nosso olfato devem ter incentivado os
alquimistas a buscar nelas a quinta esséncia da matéria, pois podiam perceber
sua presenga mesmo quando nao estavam na sua frente. Ainda apds a retirada
da matéria, ou seja, da planta aromatica ter sido retirada do recinto, sua
presenga era percebida pelo aroma que havia liberado. Paracelsus, um
alquimista do século XVI, usando vapor conseguiu isolar substancias que
continham o aroma da planta, sua alma, ou a quinta esséncia daquele ser. Dai
0 uso de esséncia e 6leo essencial para se designar o conjunto de substancias
que o vapor extrai, mas, tal qual o 6leo, ndao se mistura a agua. Por isso até
hoje, mesmo nao havendo substancias de natureza lipidica ou 6leo, nem sendo
essencial, o termo 6leo essencial ou esséncia € aceito e usado largamente
(BLANCO et al., 2007)

Os oleos essenciais podem também ser chamados de O6leos
etéreos ou esséncias. Essas denominagdées derivam de algumas de suas
caracteristicas fisicas, como, por exemplo, a de terem aparéncia oleosa a
temperatura ambiente, advindo, dai, a denominagao de dleo; entretanto, sua
principal caracteristica € a volatilidade, diferindo-se, assim, dos dleos fixos,
misturas de substancias lipidicas, obtidas geralmente de semente (CUNHA,
2006)

Outra caracteristica importante dos 6leos essenciais € 0 aroma

agradavel e intenso, sendo, por isso, também chamados de esséncia. Sao
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soluveis em alcoois e em solventes organicos comuns, como éter, recebendo
por isso, a denominagdo de Oleo etéreo. Em agua, os Oleos essenciais
apresentam solubilidade muito baixa, mas suficiente para aromatizar as
solugbes aquosas, que sado denominadas de hidrolatos (COSTA, 1994;
SIMOES, 2003).

Os oleos essenciais, normalmente, s&o incolores e apresentam
densidades inferiores a da agua, com algumas exce¢des. Quase sempre sao
dotados de atividade oOptica, com indices de refracdo elevados (COSTA, 1994).
Sao principios imediatos de origem vegetal, préprios de varios grupos de
espécies. Caracterizam-se também por apresentarem variagcdo de
constituintes, sdo formados por uma mistura de diversas moléculas orgénicas,
como: hidrocarbonetos, alcoois, ésteres, aldeidos, cetonas, fendis entre outras
(SIMOES, 2003).

Nas plantas, os 6leos apresentam-se em misturas de diferentes
concentragdes, tendo, normalmente um composto majoritario, que na grande
maioria sdo derivados fenilpropandides ou de terpendides, preponderando os
ultimos. Os terpendides constituem uma grande variedade de substancias
vegetais, sendo esse termo empregado para designar todas as substancias
cuja origem biossintética deriva de unidades do isopreno. Os compostos
terpénicos mais frequentes nos 6leos volateis sdo os monoterpenos (90% dos

Oleos) e os sesquiterpenos (Figura 3).
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Figura 3. Estrutura quimica dos compostos: (A) isopreno, (B) monoterpeno e

(C) sesquiterpeno

carbono os terpenos estao classificados a seguir no quadro 1.

De acordo com o numero de unidades de isoprenos e atomos de

Quadro 1. Classificagao dos terpenos e algumas fungées (MELO, 2005).

Nome Nimero de Ndmero de atomos Funcao Exemplos
isoprenos de carbono

Monoterpenos 2 10 Aromas e | Geraniol,

esséncias mentol,
limoneno.

Sesquiterpenos 3 15 Intermediario na | Farnesol,
sintese de | cariofileno.
colesterol

Diterpenos 4 20 Pigmentos e | Fitol, vitamina A,
vitaminas EeK

Triterpenos 6 30 Intermediario na | Escaleno
sintese de
colesterol

Tetraterpenos 8 40 Pigmentos Carotenos,
vegetais xantofilas

Politerpenos >9 > 45 Isolantes Latex
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Os métodos de extragao variam conforme a localizagdo do dleo
essencial na planta e com a finalidade de utilizacdo deste. Podemos citar
alguns métodos:

» Enfloragdo: Este método ja foi muito utilizado, mas atualmente é
empregado apenas por algumas industrias de perfumaria. E
principalmente aplicado em algumas plantas com baixo teor de 6leo, mas
de alto valor comercial. E empregado para extrair o 6leo essencial de
pétalas de flores; as pétalas sdo depositadas, a temperatura ambiente,
sobre uma camada de gordura, durante certo tempo. Em seguida, as
pétalas esgotadas sido substituidas por novas até a saturagao total,
quando a gordura é tratada com alcool. Para se obter o 6leo essencial, o
alcool é destilado a baixa temperatura e o produto é assim obtido
(SIMOES, 2003).

» Prensagem: Normalmente esse método é empregado para a extragao
dos 6leos essenciais de frutos citricos. Os pericarpos desses frutos sao
prensados e a camada que contém o 6leo essencial é, entdo, separada.
Posteriormente, o 6leo essencial é separado da emulsdo formada com a
agua por decantacdo, centrifugacdo ou destilagéo fracionada (SIMOES,
2003).

= Extragcdo com solventes orgéanicos: Os 6leos essenciais podem ser
extraidos com solvente (éter, éter de petréleo ou diclorometano). Porém,
outros compostos lipofilicos sdo também extraidos, além do dleo
essencial. Por isso, os produtos obtidos assim raramente possuem valor
comercial (SIMOES, 2003).

= Extracao por fluido supercritico: Atualmente € um dos métodos de opgao
para a extragao industrial de 6leo essencial, pois permite recuperar os
aromas naturais de varios tipos, ndo somente 6leo essencial, de modo
bastante eficiente. Nenhum tragco de solvente permanece no produto
obtido, tornando-o mais puro que aqueles obtidos por outros métodos.
Para tal extragdo, o CO:z é primeiramente liqliefeito por compressao e, em
seguida, aquecido a uma temperatura superior a 31 °C. Nessa
temperatura, o CO:2 atinge um quarto estado, no qual sua viscosidade é
analoga a de um gas, mas sua capacidade de dissolugao é elevada como

a de um liquido. Uma vez efetuada a extracao, faz-se o CO: retornar ao
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estado gasoso, resultando na sua total eliminacao (SIMOES, 1999; FUH,
1996; FAJARDO et al., 1997).

= Arraste por vapor d’agua: Na industria de 6leos essenciais existem trés
tipos de extragbes distintas de arraste por vapor d’agua. Essa distingao é
feita pela forma na qual se estabelece o contato entre a amostra e a agua,
na fase liquida ou de vapor. A primeira € chamada de hidrodestilagéo,
onde a amostra fica imersa na agua contida numa caldeira. Na segunda,
chamada de destilagdo pela agua e vapor, a amostra permanece contida
em um recipiente logo acima da agua da caldeira, ficando assim separada
da agua. Na terceira, chamada propriamente de destilacdo pelo vapor de
agua, a amostra € mantida em um recipiente separado e o vapor de agua
que flui provém de um gerador préprio independente (COSTA, 1994,
FAJARDO, 1997; SIMOES, 2003).

A industria utiliza, preferencialmente, a extracdo por vapor d’agua
por ser reduzido o contato da amostra com a agua. Em relagdo aos métodos
anteriores, no arraste por vapor d’agua, € menos acentuada a hidrélise dos
ésteres, a oxidagdo de componentes volateis e a polimerizagcdo de outros
constituintes, em particular dos aldeidos (FUH et al., 1995; FAJARDO, 1997). A
agua residual desses métodos de extragcdo é chamada de hidrolato, que
normalmente é rica em compostos do 6leo essencial solubilizado.

Devido a grande diversidade estrutural dos constituintes dos
Oleos essenciais, muitos deles apresentam varias atividades bioldgicas
(CRAVEIRO et al., 1981), tais como atividade espasmolitica (LIS-BALCHIN;
HART, 1999), antimicrobiana (VILJOEN et al., 2005; CELIKTAS et al., 2007;
TEPE et al.,, 2006), antibacteriana (DELAMARE et al.,, 2007), antioxidante
(EMINAGAOGLU et al.,, 2007; TEPE et al.,, 2006), depressora do sistema
nervoso central (PERAZZO et al., 2003) e anticonvulsivante (ALMEIDA et al.,
2003; KOO et al, 2003; KOO et al, 2004; SAYYAH et al., 2004
POURGHOLAMI et al., 1999; FREIRE et al., 2006).

Os monoterpenos podem ainda ser divididos em trés subgrupos:
aciclicos (mirceno, linalool e geraniol); monociclicos (a-terpineol e terpinoleno)
e biciclicos (a-pineno, tujona, canfora e fenchona) (SANTOS, 2005).

Em cada um desses subgrupos, ha ainda outras classificagoes:

hidrocarbonetos insaturados como o limoneno, alcoois como o mentol, aldeidos
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ou cetonas como a mentona e carvona, lactonas (os monoterpenos lactonicos
sdo chamados de iridéides, exemplo nepelactona) e tropolonas como Y-
tujaplicina. Em cada um desses subgrupos, classificam-se inumeras
substancias, caracterizadas por cerca de 200 tipos diferentes de esqueletos. O
numero de compostos terpénicos conhecidos ultrapassa a 8000, como
componentes descritos em 6leos essenciais € estimado um numero superior a
150 monoterpenos e 1000 sesquiterpenos (SIMOES, 1999).

Compostos derivados de monoterpenos também apresentam
varias propriedades farmacoldgicas, onde podemos citar algumas delas no
SNC tais como antinociceptiva (DE SOUSA et al., 2004), sedativa (DE SOUSA
et al., 2006b) e antidepressiva (DE SOUSA et al., 2006c¢).

Trabalhos tém relatado atividade anticonvulsivante de
monoterpenos, tal como o limoneno (VIANA et al.,, 2000) e citronelol (DE
SOUSA et al., 2006a).

O SL-1, um monoterpeno sintético homologo ao GABA
demonstrou atividade no modelo do pentilenotetrazol (PTZ) (LIBROWSKI et al.,
2000). Linalol € outro monoterpeno que possui efeito protetor contra as
convulsdes induzidas por PTZ, picrotoxina e NMDA (SILVA BRUM et al., 2000;
ELISABETSKY et al.,, 1995). Além disso, pineno, eugenol e metileugenol que
estdo presentes no Oleo essencial das folhas de L. nobilis exibiram perfil
anticonvulsivante em alguns modelos, como o teste do PTZ (CONSROE et al.,
1981; DALLMEIER; CARLINI, 1981)

A o,B-epoéxi-carvona (EC) € um monoterpeno monociclico que
pode ser encontrado no Oleo essencial de Carum carvi (IACOBELIS et al.,
2005) de kaempferia galanga (JIROVETZ et al., 2001) e de outras plantas
(KAISER, 1997) e que para este estudo foi obtido através de sintese a partir da
R-(-)-carvona. E um analogo de varios monoterpenos (UMEZU et al., 2001;
ALMEIDA et al., 1996) e apresenta grupos funcionais e estrutura quimica
semelhante com varios outros monoterpenos (Figura 4) que possuem atividade
farmacolégica no SNC, tais como o limoneno, mentol, mentona, pulegona,
carvona e hidroxidihidrocarvona (UMEZU et al., 2001; DE SOUSA et al., 20063;
DE SOUSA et al., 2006b).
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Figura 4. Estruturas quimicas da «,B-epoOxi-carvona (A) e de outros
monoterpenos com atividade no SNC: limoneno (B), mentol (C), carvona (D) e
hidroxidihidrocarvona (E).

Pesquisas bibliograficas realizadas em varios bancos de dados
como Natural Products ALERT (NAPRALERT), MEDLINE, SCIENCE DIRECT,
dentre outros se verificou que o unico estudo bioldgico realizado com a EC foi
desenvolvido por Arruda et al. (2006), onde caracterizou a agdo antimicrobiana
do composto contra Staphylococcus aureus e Candida albicans.

Diante do fato de que varios monoterpenos apresentam atividade
no SNC, especificando-se atividade anticonvulsivante, e ao fato da EC
apresentar estrutura semelhante a tais monoterpenos (Figura 4) é plausivel
hipotetizar que a EC possua atividade no SNC. Assim o presente trabalho tem
por objetivo avaliar e caracterizar a atividade anticonvulsivante da EC utilizando

modelos animais.
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II. JUSTIFICATIVA

A epilepsia € uma condigdo neurolégica grave de maior
prevaléncia no mundo e que pode induzir a dificuldade na execugao das
atividades profissionais do paciente (GILLIAM et al., 2004). A incidéncia da
epilepsia varia de acordo com a localizagdo geografica. Ela ocorre com maior
frequéncia nos paises em desenvolvimento, onde ha maior indice de
desnutricdo, doencas infecciosas, deficiéncia no atendimento médico e
caréncia no tratamento (DE LORENZO et al., 2001).

Em paises mais desenvolvidos, a incidéncia €& de
aproximadamente 1%, ou seja, cinquenta milhdes de pessoas sdo portadoras
desta condicdo, aumentando para 2% em nag¢des menos desenvolvidas,
tornando-se um grave problema de saude publica (BEAGLEHOLE et al., 1996).

A epilepsia € mais comum na infancia, idade na qual ocorre um
aumento na vulnerabilidade a infecgcdes do SNC (meningite), acidentes
(traumatismos cranianos) e outras doengas, a saber. sarampo, varicela e
caxumba, cujas complicagcbes podem causar crises epilépticas. O problema
também podera se manifestar com o envelhecimento e suas complicagoes
vasculares (isquemia e doenca de Parkinson) (LEONARD; LLINAS, 1994).

Estima-se que o numero de novos casos por ano esta em torno
de dois milhdes em todo o mundo. Pelo menos 50% dos casos comegam na
infancia ou adolescéncia, e sabe-se que 70% a 80% das pessoas com
epilepsia podem ter uma vida normal sem prejuizo social e psicolégico se
tiverem um tratamento e um acompanhamento psicolégico adequado
(BEAGLEHOLE et al., 1996).

Nos paises em desenvolvimento, 60 a 90% das pessoas com
epilepsia ndo recebem tratamento devido as deficiéncias do sistema de saude
e ao proprio estigma social, prejudicando seriamente a qualidade de vida do
epiléptico e suas atividades profissionais (BEAGLEHOLE et al., 1996; GILLIAM
et al., 2004).

Inumeras pesquisas visam descobrir novas estratégias
farmacologicas antiepilépticas por meio de novos compostos eficazes para a

epilepsia de dificil controle ou de compostos com menor toxicidade para
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aquelas ja tratadas pelo arsenal terapéutico atualmente disponivel (BOECK et
al., 2004; EYAL et al., 2004; PISANI et al., 2004).

Diante do exposto onde se relata a importancia de produtos
naturais na descoberta de novos compostos com atividade bioldgica,
especificando-se os monoterpenos, aliado ao fato da epilepsia, como ja se
sabe € um grave problema de saude publica em quase todos os paises,
havendo, assim, uma real necessidade de se conhecer o processo convulsivo,
justifica a realizagdo de estudos psicofarmacoldgicos da EC utilizando modelos
animais com o intuito de contribuir para a pesquisa de novas DAEs ou de
novas descobertas de alternativas terapéuticas para humanos a partir desses

achados.
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II. OBJETIVOS

1. GERAL

Contribuir para o estudo psicofarmacolégico da EC pela
investigacdo de seus efeitos no SNC, utilizando metodologias especificas em
animais de laboratério a fim de contribuir com a pesquisa de novas drogas

antiepilépticas de acao central.

2. ESPECIFICOS

> Determinar a toxicidade aguda da EC em camundongos
pela via intraperitoneal.

> Identificar e caracterizar o efeito sobre o SNC da EC.

> Avaliar o0 possivel efeito ansiolitico, sedativo e
anticonvulsivante da EC em modelos animais.

> Caracterizar o efeito anticonvulsivante da EC em
camundongos em nivel temporal.

> Avaliar a acdo no sistema GABAérgico (receptor GABA.)
na acao anticonvulsivante da EC.

> Estudar o possivel efeito de EC na profilaxia de doencas
neurodegenerativas com o uso de metodologia para avaliacao de
atividade antioxidante.

> Avaliar o efeito da EC sobre o potencial de acdo composto

por meio da técnica de single sucrose gap.
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. PARTE EXPERIMENTAL

1. Local de Realizacdo da Pesquisa

As atividades experimentais in vivo deste estudo foram
desenvolvidas na sala de experimentacdo psicofarmacologica do Biotério Prof.
Thomas George do Laboratério de Tecnologia Farmacéutica (LTF) Prof. Delby
Fernandes de Medeiros e 0s ensaios na técnica de single sucrose gap foram
relizados no laboratorio de eletrofisiologia também no LTF da Universidade
Federal da Paraiba (LTF/UFPB).

Os ensaios para a avaliagdo da atividade antioxidante foram
realizados no departamento de Psicobiologia da Escola Paulista de Medicina
da Universidade Federal de Sado Paulo (UNIFESP).

2. Revisdo Bibliografica

A base desta revisao foi concentrada nas informacdes obtidas
principalmente junto ao NAPRALERT - SM (Natural Products Alert), da
Universidade de lllinois nos Estados Unidos da América (E.U.A.), MEDLINE e
SCIENCE DIRECT, considerados como 0s maiores bancos de dados sobre
publicacdes referentes a pesquisa de produtos naturais do mundo, e nos
levantamentos bibliograficos no Chemical Abstracts e Biological Abstracts.
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IV. MATERIAL E METODOS

1. ANIMAIS

Para realizacdo dos testes farmacolégicos foram utilizados
camundongos (Mus musculus) suigcos, machos, albinos, com 3 meses de idade
e pesando entre 28 — 35 gramas e ratos (Rattus novergicus) Wistar, machos,
albinos com peso variando de 230 — 350 gramas, procedentes do Biotério Prof.
Dr. Thomas George do Laboratério de Tecnologia Farmacéutica Prof. Delby
Fernandes de Medeiros da Universidade Federal da Paraiba, selecionados e
alojados em gaiolas de polipropileno, contendo vinte animais cada, mantidos
sob condi¢des controladas de temperatura de 21 = 2 °C e ciclo claro/escuro de
12 horas (fase clara das 06h00 as 18h00 horas e fase escura de 18h00 as
6h00 horas), tendo livre acesso a alimentacéo (tipo pellets de racdo da marca
comercial Purina®) e agua.

Antes da realizacdo de qualquer protocolo experimental, os
animais foram colocados no ambiente de trabalho (laboratério), por pelo menos
trinta minutos de antecedéncia a execucdo do experimento, visando a
adaptacdo ao ambiente novo e evitar possiveis alteracdes comportamentais
dos animais. Todos os experimentos foram realizados no periodo das 07h00 as
13h00 e foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa em animais do

LTF sob o protocolo nimero: 1105/06.

2. DROGAS E REAGENTES

Foram utilizadas nos experimentos as seguintes drogas e reagentes:

O diazepam foi obtido da Roche (Brasil), o pentilenotetrazol,
fenobarbital, flumazenil, pentobarbital, picrotoxina, Tween 80 (polioxetileno
Sorbitano Monoleato), HEPES (&cido N-[2-hidroxietillpiperazina — N'-[2-
etanosulfénico]), acido tricloroacético foram obtidos da Sigma-USA.

As drogas foram administradas por via intraperitoneal (i.p.), com
excecdo do flumazenil que foi administrado por via subcutanea (s.c.), no

volume de 0,1 mL/10 g de peso de camundongo. EC foi preparada no
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Laboratério de Tecnologia Farmacéutica, Universidade Federal da Paraiba
como descrito por Klein e Ohloff (1963), e foi dissolvida em solu¢cdo de Tween
80 a 5% formando uma emulséo, onde para todos 0s experimentos foi
administrado apenas a solucdo de Tween 80 a 5% (veiculo) para verificar a

interferéncia do agente emulsificante na acéo farmacoldgica da EC.

3. APARELHAGEM

3.1. Caixa de atividade

O aparelho para registro da movimentacdo espontanea utilizado
foi 0 modelo 7430 da Ugo Basile (Comerio, VA, Italia) que é composto de
quatro caixas e uma unidade eletrbnica contendo uma tela grafica onde séo
efetuadas as operacgdes e os resultados observados.

Cada caixa de atividade é feita de persplex e acrilico de cor cinza,
com as dimensdes de 35 cm de comprimento, 23 cm de largura e 20 cm de
altura, podendo ser utilizada para até quatro camundongos. O seu piso é
constituido de 30 barras de aco inoxidavel, com 3 mm de didmetro e espacos
entre si de 11 mm. As barras pares sao eletrificadas, entretanto, a corrente
conduzida através do corpo do animal corresponde a poucos pA estando

abaixo do limiar sensitivo, sem provocar danos ao animal.

Com a movimentagcdo o animal produz alteragdes nos pulsos que sdo
enviados, através das barras ativas ligadas a eletricidade, para o detector de
resisténcia e, em seguida, sdo convertidos em valores numéricos visiveis na
tela e que podem ser impressos. A movimentacdo animal é registrada

automaticamente, em intervalos estabelecidos pelo experimentador (Figura 5).
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Figura 5. Aparelho para registro da movimentagao espontanea.

3.2. Aparelho do Rotarod

O aparelho de Rotarod foi inicialmente descrito por Dunham e
Mya (1957) e constitui-se de uma barra giratdria de 5 cm de circunferéncia e 40
cm de comprimento, dividida em quatro compartimentos iguais, separados por
cinco discos de 48 cm de diametro. O modelo utilizado foi o 7750 (Ugo Basile
(Comerio, VA, ltalia) (Figura 6), o qual possui controles para o0 ajuste da
velocidade da barra giratéria e contabilizar de forma automética o tempo de

permanéncia dos animais na barra.

Figura 6. Aparelho de Rotarod.



Material e Métodos 56

3.3. Aparelho do labirinto em cruz elevado

O labirinto em cruz elevado é feito de madeira (Figura 7),
possuindo dois bragos com paredes laterais e sem cobertura (bracos
fechados), que medem 50 cm de comprimento por 10 cm de largura e 30 cm de
altura, e dois bracos desprovidos de paredes laterais (bracos abertos) com o
mesmo comprimento e largura. Os bracos abertos e fechados cruzam-se numa
area central dotada de uma caixa de contencdo removivel, onde os animais
sao colocados e em seguida € retirada para que 0s animais possam explorar o
labirinto. Todo esse aparato é colocado num suporte (34 x 34 cm) com 50 cm
elevado em relacdo ao solo.

Figura 7. Aparelho do labirinto em cruz elevado.

3.4. Aparelho da placa perfurada (“Hole-board”)

O aparelho da placa perfurada (“hole-board”) utilizado foi o
modelo 6650 da Ugo Basile (Comerio, VA, lItalia), sendo constituido de uma
area de 40 x 40 cm e possuindo 16 orificios de 3 cm de didmetro, acoplados a
fotocélulas sensiveis ao mergulho da cabeca do animal, as quais sao
conectadas a um monitor que registra o nimero de mergulhos e contém
também dispositivos para ligar e zerar o aparato. Essa placa € posicionada a
18 cm do balcdo por meio de dois suportes localizados na parte inferior do
mesmo (Figura 8).
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Figura 8. Aparelho da placa perfurada.

3.5. Aparelho de Eletrochoque (auricular)

O aparelho utilizado na indugédo das convulsbes por impulsos
elétricos foi o ECT UNIT 7801 da Ugo Basile (Comerio, VA, Itélia) (Figura 9),
liberando um pulso na frequéncia de 150 pulsos/segundo e 0,2 segundos de
duragdo com uma corrente nominal de 50 mA de intensidade,
(THAVENDIRANATHAN et al., 2003).

Figura 9. Aparelho de eletrochoque-auricular
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3.6. Aparato de “single sucrose gap”

O aparato de single sucrose gap foi constituido por um
estimulador do qual foram disparados estimulos elétricos supramaximos (4-6
V), com pulso de 0,1 ms de duragéo e uma frequéncia de aquisicdo de 11.000
Hz. Uma placa Analogica/Digital (Lynx, S&o Paulo) fazia a converséo do sinal
elétrico para digital e que por sua vez estava conectada a um microcomputador
PC-compativel, no qual foram realizadas as leituras do potencial de acédo
composto (PAC) (Figura 10).

Tanto a aquisicdo como as analises dos dados foram realizadas
utilizando o programa Agdados (Lynx, Sao Paulo). Para realizar o ajuste dos
pontos experimentais foi utilizado o programa Sigmaplot, v 5.0 for DOS.

Figura 10. Aparato de Single sucrose gap
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4. METODOS

4.1. Estudo da Toxicidade Aguda (DLsp)

O teste da toxicidade aguda (DLsp) foi introduzindo por Trevan em
1927 e modificado por Litchfield e Wilcoxon (1949). E um importante parametro
na conducdo, com seguranca, dos estudos farmacoldgicos, pois, a partir da
determinacao da dose letal 50% (DLso), Ou seja, a dose responsavel pela morte
de 50 % dos animais, pode-se determinar doses relativamente seguras para 0s
ensaios farmacologicos.

Neste teste utilizamos a metodologia descrita por Lorke (1983),
com alteracOes, onde foi avaliada a toxicidade aguda da epoxi-carvona pela via
intraperitoneal (i.p.).

Grupos de 10 animais foram separados e receberam as doses de
500, 750, 1000 ou 2000 mg/kg de EC. Um grupo controle recebeu
administracédo da solucéo de tween 80 a 5% (veiculo).

Os animais foram observados diariamente durante 7 dias e foi
registrado o numero de animais mortos dia apos dia. A DLsy foi calculada
utiizando o programa GraphPad Prism® versao 4.0 (GraphPad Sotware

Incorporated, San Diego, USA).

4.2. Avaliacao geral da Atividade no Sistema Nervoso Central

4.2.1. Triagem Farmacoldgica Comportamental

Esse protocolo experimental € baseado no método descrito por
Almeida et al. (1999) e Almeida (2006) no qual sdo estabelecidos alguns
critérios comparativos para uma série de comportamentos, que ha sua maioria
sdo exibidos normalmente pelos animais. De forma que ocorrendo qualquer
alteracdo comportamental em decorréncia de tratamentos é possivel inferir
uma relacéo com atividade no SNC.

Para tanto, grupos de oito camundongos machos foram tratados
com as doses de 200 ou 300 mg/kg de EC.

O grupo controle recebeu solucdo de tween 80 a 5% (veiculo).
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Apés as respectivas administracbes, os camundongos foram
colocados em gaiolas de polipropileno (em grupos de quatro animais cada) e
observados a cada trinta minutos, durante quatro horas, seguindo-se um

protocolo experimental padrao de avaliagdo comportamental (Quadro 2).
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Quadro 2. Protocolo utilizado na Triagem Farmacolégica (ALMEIDA 2006).

Quantificacdo dos efeitos

ATIVIDADE FARMACOLOGICA (0) sem efeito, (-) efeito diminuido, (+) efeito presente, (++)
efeito intenso
até 30° 1h 2h 3h 4h
1-SNC

A — Estimulante
Hiperatividade
Irritabilidade
Agressividade

Tremores

Convulsdes

Piloerecdo

Movimento intenso das vibrissas
Outras

B — Depressora

Hipnose

Ptose

Sedagéo

Anestesia

Ataxia

Reflexo do endireitamento
Catatonia

Analgesia

Resposta ao toque diminuido
Perda do reflexo corneal
Perda do reflexo auricular
C - Outros comportamentos
Ambulacao

Bocejo excessivo
Limpeza

Levantar

Escalar

Vocalizar

Sacudir a cabeca
Contorcdes abdominais
Abducéo das patas do trem posterior
Pedalar

Estereotipia

2 - SN AUTONOMO
Diarréia

Constipacdo

Defecagédo aumentada
Respiracéo forcada
Lacrimejamento

Miccdo

Salivacdo

Cianose

Tono muscular

Forca para agarrar

3- MORTE

Observacbescomplementares.:

Responsavel Técnico
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4.2.2. Teste da Movimentacao Espontanea

Camundongos foram divididos em quatro grupos de oito animais.
Veiculo (solucdo de tween 80 a 5%) ou EC nas doses de 200, 300 ou 400
mg/kg foram administradas. A atividade motora espontanea dos animais foi
mensurada utilizando a caixa de atividade (controlador modelo 7441 e caixa de
deteccdo modelo 7432, Ugo Basile, Comerio, VA, Itélia) em 30, 60, 90 e 120
minutos apos administracdo (MATTEI; CARLINI, 1995; ALMEIDA, 2006).

O piso da caixa de deteccdo 7432 € feito de barras de aco
inoxidavel isolado, onde a movimentacdo dos animais nas barras €
transformada em pulsos elétricos. Os animais foram colocados individualmente
em cada caixa de atividade e efetuada a leitura basal da movimentacdo. Apos
cada periodo da administracdo da EC até 120 min. O numero de impulsos
elétricos registrados pela caixa de atividade é proporcional a movimentacéo

dos animais.

4.2.3. Teste da potencializagdo do sono induzido por pentobarbital

Nesse experimento é possivel verificar se a substancia em estudo
tem acdo depressora no SNC, ou seja, se possui atividade neuro-sedativa ou
ainda se possui um perfil de droga hipnética (SANTOS et al., 1996).

Pentobarbital sédico na dose hipnotica de 40 mg/kg foi
administrado em quatro grupos de oito animais apos 30 min de tratamento com
veiculo (solucdo de tween 80 a 5%) ou EC nas doses de 200, 300 ou 400
mg/kg. A laténcia (intervalo entre a administracdo de pentobarbital sédico e a
perda do reflexo de endireitamento) e a duracdo do tempo de sono (o intervalo
entre a perda e a recuperacao do reflexo de endireitamento) foram mensuradas
(ELISABETSKY et al., 1995; MATTEI et al., 1998; ALMEIDA, 2006).
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4.2.4. Avaliacao da coordenacdo motora (teste do Rotarod)

O efeito sobre a coordenagdo motora dos animais foi avaliado
utilizando-se o aparelho de Rotarod, e consiste na avaliacdo da coordenacao
motora dos animais pelo tempo de permanéncia dos camundongos na barra
giratéria (CAPASSO, 1996; ALMEIDA, 2006).

Foi realizada uma pré-selecdo dos animais, sem administracao de
substancias, cujo critério era a permanéncia na barra giratéria (2,5 cm
didametro, 7 r.p.m., 25 cm acima do solo) do aparelho de Rotarod por pelo
menos trés minutos (MENDES et al., 2002).

Vinte e quatro horas apés a pré-selecdo, os camundongos foram
divididos em quatro grupos de oito animais. O primeiro grupo, considerado
como controle, recebeu solucdo tween 80 a 5% (veiculo); os trés grupos
experimentais receberam EC nas doses de 200, 300 e 400 mg/kg.

Apo6s 30 minutos os animais foram colocados na barra giratéria e
avaliou-se o tempo de permanéncia total dos mesmos no aparelho, com até
trés reconducdes (MORAIS et al., 1998). Animais que falharam mais que uma
vez em permanecer por trés minutos na barra giratoria constitui um resultado

positivo para perda da coordenagdo motora (DUNHAM; MIYA, 1957).
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4.3. Avaliacdo especifica da atividade no Sistema Nervoso Central

4.3.1 Avaliacao da atividade ansiolitica e sedativa

4.3.1.1. Teste do labirinto em cruz elevado

O teste do labirinto em cruz elevado foi utilizado inicialmente por
Handley e Mithani em 1984, a partir de um modelo criado por Montgomery em
1955 (PEREZ, 1998). Este € largamente utilizado em modelo animal de
ansiedade e quando colocado nesse aparelho, o animal mostra sinais de medo
tais como: congelamento, defecacdo, micgdo e aumento do nivel plasmatico do
horménio do estresse, a cortisona (ALMEIDA, 2006).

O objetivo deste teste € verificar os possiveis efeitos ansioliticos
ou ansiogénicos das substancias, uma vez que drogas ansioliticas levam o
animal ao aumento do namero de entradas e o tempo de permanéncia nos
bracos abertos, enquanto que drogas ansiogénicas induzem ao aumento dos
mesmos parametros nos bracos fechados (LISTER, 1987).

Neste experimento foram utilizados dois grupos de oito
camundongos, um foi tratado com veiculo (solu¢cdo de tween 80 a 5%) e o
outro com a EC na dose de 300 mg/kg. Trinta minutos apds os tratamentos
cada animal foi colocado no centro do labirinto e observado por um periodo de
cinco minutos, registrando-se o0 numero de entradas e o tempo total de

permanéncia em ambos o0s bragos, abertos e fechados.

4.3.1.2. Teste da placa perfurada (“Hole-board”)

Esse teste tem como objetivo avaliar a emocionalidade,
ansiedade e/ou resposta por estresse em animais (RODRIGUIEZ et al., 1987).
Foram utilizados cinco grupos de oito animais: um grupo controle, tratado com
veiculo (solucédo de tween 80 a 5%), um grupo tratado com diazepam na dose

1 mg/kg e trés grupos tratados com a EC nas doses de 200, 300 ou 400 mg/kg.
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Apds 30 minutos dos tratamentos os animais foram colocados
individualmente no centro da placa, onde por um periodo de cinco minutos foi
registrado o tempo entre a colocagéo do animal na placa e o primeiro mergulho
da cabeca em qualquer das cavidades (laténcia) e o namero de total de
mergulhos (MOUNIER; LALONDE, 1995).
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4.3.2. Avaliagdo da Atividade Anticonvulsivante

4.3.2.1. Teste das convulsdes induzidas pelo pentilenotetrazol (PTZ)

Para determinacdo de atividade anticonvulsivante, grupos de oito
camundongos machos foram pré-tratados com solucdo tween 80 a 5%
(veiculo). Os grupos experimentais foram pré-tratados com a EC nas doses de
200, 300 ou 400 mg/kg.

Um grupo de animais recebeu diazepam (DZP) na dose de 4
mg/kg, considerado como droga padréo de acdo antiepiléptica para este teste.

Transcorridos 30 minutos dos pré-tratamentos administrou-se em
todos os animais, o PTZ na dose de 60 mg/kg. Imediatamente, apds essa
administracdo procedeu-se a observacdo dos seguintes parametros: laténcia
para o aparecimento das convulsdes e o percentual de convulsées. Os animais
foram observados durante um periodo de 15 minutos para cada animal
(ALMEIDA, 2006)

4.3.2.2. Teste das convulsdes induzidas pelo Eletrochoque Auricular
Maximo (MES)

O teste das convulsdes induzidas por eletrochoque ou
eletrochoque maximo foi inicialmente descrito por Merritt e Putmam (1938).
Esse protocolo baseia-se no fato que Drogas antiepiléticas eficazes no
tratamento do “grande mal’ epiléptico, tais como valproato, fenitoina e
carbamazepina, blogueiam as convulsbes tdnicas produzidas pelo
eletrochoque auricular agudo (KITANO et al., 1996). Além disso, alguns
estudos tém mostrado que esse modelo animal pode ser utilizado na triagem
de drogas com atividade nas epilepsias do tipo “grande mal” (FISHER, 1989;
LOSCHER et al., 1991).

Nesse experimento foram utilizados grupos de oito camundongos
machos. O grupo controle recebeu solucao tween 80 a 5% (veiculo). Os grupos

experimentais foram pré-tratados com a EC nas doses de 200, 300 ou 400
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mg/kg, e o grupo de animais padrédo recebeu fenobarbital (FNB) na dose 25
mg/kg.

Decorridos 30 minutos das administragbes, todos 0s animais
foram submetidos a um choque auricular com corrente nominal de 0,5 mA de
intensidade, numa frequéncia de 15 pulsos/segundo e uma duracdo de 0,5
segundo. O parametro avaliado foi o percentual de manifestagédo ou auséncia

de convulsdes tbnicas nos animais.
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4.4. Estudo do mecanismo da atividade anticonvulsivante

4.4.1. Avaliacao temporal da atividade anticonvulsivante

No estabelecimento da atividade anticonvulsivante da epoxi-
carvona a nivel temporal, grupos de oito camundongos machos foram pré-
tratados com solugéo tween 80 a 5% (veiculo). O grupo experimental foi pré-
tratado com a EC na dose de 300 mg/kg. Um grupo considerado como padrao
recebeu diazepam (DZP) na dose de 4 mg/kg..

Transcorridos 30, 60, 90, 120 e 240 minutos dos pré-tratamentos
administrou-se em todos os animais, o PTZ na dose de 60 mg/kg..
Imediatamente, ap0s essa administracdo procedeu-se a observacao dos
seguintes parametros: laténcia para o aparecimento das convulsdes e 0
percentual de convulsdes. Os animais foram observados durante um periodo

de 15 minutos para cada animal.

4.4.2. Teste das convulsdes induzidas pela picrotoxina

Para este experimento os animais foram divididos em grupos de
oito camundongos machos. O grupo controle recebeu solucdo tween 80 a 5%
(veiculo). Os grupos experimentais foram pré-tratados com a EC nas doses de
200, 300 ou 400 mg/kg.

Um grupo recebeu DZP na dose 4 mg/kg como droga padrao.
Apés 30 minutos das administracfes, todos os animais foram tratados com
picrotoxina (PIC) na dose 8 mg/kg, e em seguida procedeu-se a observacao
dos seguintes parametros: laténcia para o aparecimento das convulsdes e 0
percentual de animais que apresentaram convulsdes durante um periodo de 20

minutos para cada animal.
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4.4.3. Avaliacdo da participacdo do sitio benzodiazepinico dos receptores
GABAa

Grupos de oito camundongos machos foram pré-tratados com o
flumazenil na dose de 20 mg/kg por via subcutanea (s.c.), que é um
antagonista seletivo do sitio benzodiazepinico dos receptores GABAA (FILE et
al. 1982; FILE; PELLOW, 1986), e ap6s 15 minutos foram tratados com veiculo,
EC na dose de 300 mg/kg, ou diazepam (DZP) na dose de 5 mg/kg..

Transcorridos 30 minutos dos tratamentos administrou-se em
todos os animais, o0 PTZ na dose de 60 mg/kg. Imediatamente, apds essa
administracdo procedeu-se a observacado dos seguintes parametros: laténcia
para o aparecimento das convulsdes e o percentual de convulsdes. Os animais

foram observados durante um periodo de 15 minutos.
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4.4.4. Avaliacdo da atividade antioxidante

O método utilizado para a avaliagdo antioxidante da EC foi o teste
da lipoperoxidacéo in vitro (STOCK et al., 1974; BARROS et al., 2006).

O teste para avaliacao da lipoperoxidacdo in vitro representa um
importante parametro para a caracterizacdo preliminar da capacidade
antioxidante de diferentes substancias.

Foram utilizados cérebros de ratos previamente perfundidos com
solucéo salina ou tampéo fosfato 50 mM, pH 7,4 para a eliminacdo de ions
ferro contaminantes. Esses cérebros (em média, trés para cada ensaio) foram
centrifugados por 15 min a 3.000 rpm e 4°C e homogeneizados no tampéo
fosfato, e o sobrenadante, diluido a 1:3 com tampé&o fosfato, foi utilizado para
0S ensaios.

O principio do método envolve a inibicdo da lipoperoxidacéo
espontanea dos homogenatos de cérebro, quando incubados em condicdes
controladas de temperatura. Foi utilizado o malondialdeido (MDA) como
biomarcador para avaliar o processo de auto-oxidacdo da fracao lipidica. O
MDA, ao reagir com uma solucdo 6,7 mg/ml de &cido tiobarbitlrico (TBA),
forma um composto colorido cuja absorbéncia é medida a 535 nm por
espectrofotometria simples.

A capacidade antioxidante da EC foi calculada apds a incubacéo
por 1 h em banho-maria 37°C do sobrenadante (obtido do homogenato), dessa

forma se obteve a concentracdo da substancia que inibe 50% da peroxidagao

(Qur2).
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4.4.5. Técnica de Single sucrose gap

Para essa metodologia foi utilizado nervo isquiatico de ratos.
Inicialmente, os animais foram sacrificados por tracdo cervical, retirando-se o
tronco nervoso (isquiatico). O nervo foi imerso em solucdo fisiologica,
conhecida como Locke modificado que possue a seguinte composicdo (mM):
NaCl: 150; KCI: 4; CaCly,: 2; MgCl,: 1 e HEPES (acido N-[2-hidroxietil]
piperazina — N’-[2-etanosulfénico]): 5. O pH da solucéo foi ajustado para 7,3
com NaOH (0,1N). Apos o isolamento do tronco foi feita a retirada da bainha de
tecido conjuntivo que o envolve. Esse processo foi acompanhado usando-se
um microscoépio estereoscopico de modo que no final obtenha-se um conjunto
de fibras desnudas. Em seguida, o tronco nervoso foi colocado em uma camara
de registros eletrofisiologicos (Figura 11).

Essa camara possui cinco compartimentos (pocos) o0s quais
foram recobertos por vaselina nas suas interse¢des. No quarto poc¢o, houve um
fluxo constante de solucdo de sacarose isotonica; o terceiro poco (teste) foi
utilizado para incubar a EC em concentracdes de 1 e 5 mM. Nos pocos (1, 2, 3
e 5) foi preenchido com solucdo de Locke modificado. Ao primeiro e terceiro
pocos foram conectados a um estimulador do qual foram disparados estimulos
elétricos supramaximos (4-6 V), com duracdo de 0,1 ms (Figura 12). Os
registros foram adquiridos com uma frequéncia de aquisicdo de 11.000 Hz.,
utilizando uma placa Analdgica/Digital (A/D) que converteu o sinal analégico
para digital e era conectada aos pog¢os trés e cinco. Esta placa A/D por sua vez
estava conectada a um microcomputador, no qual as leituras do potencial de

acdo composto (PAC) foram verificadas. Este registro serviu para avaliar o

comportamento dos canais para Na* e para K* dependentes de voltagem, na
presenca ou ndo do monoterpeno ou da lidocaina, durante as fases do PAC
(DE SOUSA et al., 2006a). Os registros controles (contendo apenas a solucao
fisiolégica) foram gravados e apoOs a troca da solugdo do pocgo teste pela
solugcdo com EC, foram gravados os registros do potencial de acédo obtidos até
40 minutos. Todos os dados foram armazenados em disquetes para posterior
andlise.

Os parametros verificados foram: a amplitude, intervalo (em mV)

entre a linha de base e o ponto maximo do PAC e a constante de tempo de
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repolarizacdo (tau), definida pela equacgédo: V = Vo*exp (-t / 7), onde V,
diferenca de potencial, Vo é o valor do potencial que cruza o eixo das
ordenadas, t € tempo e 7 é o tau.

Para realizar o ajuste dos pontos experimentais foram utilizados
0os programas Sigmaplot, v 5.0 for DOS. O ajuste seguiu o método dos
quadrados minimos. Foram realizados quatro experimentos para cada

concentracao.

Figura 11. Camara para montagem experimental para obtencéo dos registros

do Potencial de acdo composto (PAC).

ESTIMULADOR MICROCOMPUTADOR

r _ |
PLACA AD

— |

1 2 3 4 S

Figura 12. Esquema ilustrativo da montagem experimental para obtencédo dos
registros do PAC. Este esquema mostra a camara de registros onde o nervo
(barra vermelha) € colocado longitudinalmente sobre os cinco poc¢os. Os poc¢os
1 e 2 estdo conectados ao estimulador, o poco teste é o 3 e no poc¢o 4 flui
continuamente uma solucdo isotbnica de sacarose. Os pocos 3 e 5 estédo
ligados ao sistema captador do PAC.
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4.5. Andlise Estatistica

Os resultados foram expressos como a média e e.p.m. ou
percentagem e analisados estatisticamente utilizando o teste de Analise de
Variancia (ANOVA) com uma classificacdo (one-way), seguido do Teste de
Dunnet e teste “t” de Student ndo pareado para medidas paramétricas, e o
teste de Fisher para medidas ndo paramétricas, e foram considerados
significantes quando apresentaram p < 0,05.

A Toxicidade Aguda (DLsp) foi estabelecida através de uma
regressao nédo linear de PROBIOS, e o Q1/2 foi calculado por regressdo nao-
linear a partir das concentragfes antioxidantes.

Todos os dados foram analisados utilizando o programa
GraphPad Prism, versdo 4.0 (GraphPad Sotware Incorporated, San Diego,
USA).
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V. RESULTADOS

1. Estudo da Toxicidade Aguda (DLso)

Apés a administracdo da epoxi-carvona em grupos de 10
camundongos foi observado que a dose de 500 mg/kg apds 7 dias néo
provocou mortes nos animais tratados e que as doses de 750, 1000 ou 2000
mg/kg promoveram a morte de 1, 7 e 10 animais, respectivamente.

A dose letal 50 % (DLsp) calculada com base nos resultados
observados foi de 922,6 mg/kg com intervalo de confianca de 820 a 1037

mg/kg.

2. Avaliacéo geral da Atividade no Sistema Nervoso Central

2.1. Triagem Farmacoldgica Comportamental

Os animais tratados com a epoxi-carvona (EC) nas doses de 200
ou 300 mg/kg apresentaram o0s seguintes efeitos: diminuicdo da ambulacéo,
ptose palpebral, resposta diminuida ao toque, sedac¢éo e analgesia.

O quadro 3 mostra uma sintese das principais alteracdes

comportamentais observadas nos animais apés o tratamento com a EC.
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Quadro 3. Principais alteracbes comportamentais registradas em
camundongos decorrentes da administracao da EC.
Dose Principais alteracdes comportamentais observadas
(mg/kQ) 30 min. 60 min. 120 min. 180 min. 240 min.
Diminuicdo da|Diminuicdo da
ambulacio, ambulacéo, N&o foram | N&o foram | N&o foram
ptose ptose palpebral, observados | observados | observados
palpebral, resposta a0 efeitos efeitos efeitos
200 resposta ao |toque diminuida
toque e analgesia.
diminuida,
sedacéo e
analgesia.
Diminuigdo da|Diminuicdao da
ambulacio, ambulacéo, N&o foram | N&o foram | N&o foram
ptose ptose palpebral, observados | observados | observados
palpebral, resposta 20 efeitos efeitos efeitos
300 resposta ao |toque diminuida
toque e analgesia.
diminuida,
sedacao e

analgesia.
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2.2. Teste da Movimentagc&do Espontéanea

Nas dose de 200, 300 ou 400 mg/kg a EC causou uma diminuicéo
significante (P < 0,05) da ambula¢cédo dos animais com 30, 60, 90 e 120 minutos

apos sua administracao (Figura 13).

200- ,
[ 1Veiculo

1 BEHH EC 200 mg/Kg
EC 300 mg/Kg
EEC 400 mg/Kg
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30 min 60 min 90 min 120 min

Atividade Locomotora
(nimero de pulsos)
[N
61 o
2 2

Figura 13. Efeito da epoxi-carvona (EC) sobre a atividade locomotora em
camundongos. Os parametros avaliados foram o nuamero total de pulsos
medidos pela caixa de atividade. Os valores sdo a média + e.p.m. de oito
camundongos por grupo. ANOVA “one-way” seguido pelo teste de Dunnett,
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 comparado com o veiculo (controle).
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2.3. Teste da potencializagdo do sono induzido por pentobarbital

A figura 14A mostra que a epoéxi-carvona (EC) nas doses de 200
(183,3 + 18,7 segq), 300 (156,3 + 9,8 seqg) ou 400 mg/kg (172,8 £ 14,0 seg) néo
afetou a laténcia da hipnose induzida pelo pentobarbital (243,1 + 51,3 seg).

EC na dose de 200mg/kg ndo promoveu alteragdo no tempo de
sono (61 + 8,9 min), mas causou aumento nas doses de 300 (61,1 £ 8,9 min;
p<0,01) ou 400 mg/kg (76,9 = 12,7 min; p<0,05) quando comparado com 0O
grupo controle (34,5 + 5,4 min) tratado com o veiculo (figura 14B).
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Figura 14. Efeito da epoxi-carvona (EC) sobre a hipnose induzida pelo
pentobarbital em camundongos. Os parametros avaliados foram a laténcia para
o inicio do sono induzido (A) e duracdo do sono (B). Os valores sdo a média +
e.p.m. de oito camundongos por grupo. ANOVA “one-way” seguido pelo teste
de Dunnett, *p<0,05; **p<0,01 comparado com o veiculo (controle).
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2.4. Avaliacéo da coordenacgdo motora (teste do Rotarod)

Neste teste, apés 30 minutos do tratamento com a epoxi-carvona,
apenas a dose de 400 mg/kg. causou uma reducdo significante no tempo de
permanéncia dos animais na barra giratéria, reduzindo de 180,0 % 0,0 (controle)
para 4,5 + 0,9 segundos (p<0,01) (Figura 15). J4 as doses de 200 (180,0 £ 0,0
seg) ou 300 mg/kg (167,3 + 12,7 seg) nao promoveram alteracdes significantes

no tempo de permanéncia.
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Figura 15. Efeito da epoxi-carvona (EC) sobre a coordenacdo motora de
camundongos no teste do Rotarod. Os valores sdao o tempo total de
permanéncia dos animais na barra giratéria mensurados apos a administracao.
ANOVA *“one-way” seguido pelo teste de Dunnett, **p<0,01 comparado com o
veiculo (controle).
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3. Avaliacéo especifica da atividade no Sistema Nervoso Central

3.1 Avaliacdo da atividade ansiolitica e sedativa
3.1.1. Teste do labirinto em cruz elevado

Os animais tratados com a epoxi-carvona na dose de 300 mg/kg
apresentaram aumento no numero de entradas (7,2 = 1,1) e tempo total de
permanéncia (161,1 £ 24,5 seg) nos bracos abertos quando comparados com o
grupo controle (4,3 £ 0,6; 66,2 + 11,8 seg, respectivamente)(Figura 16). Além
de promover uma reducdo no numero de entradas (4,9 = 1,4) e tempo total de
permanéncia (66,9 + 20,7) nos bracos fechados quando comparado com o
grupo controle tratado com o veiculo (10,5 * 0,8; 172,8 + 15,9 segq,

respectivamente) (Figura 17).
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Figura 16. Efeito da epoxi-carvona (EC) no teste do labirinto em cruz elevado
em camundongos. Os parametros avaliados foram o numero de entradas (A) e
tempo total de permanéncia (B) nos bracos abertos. Os valores sdo a média +
e.p.m. de oito camundongos por grupo. Teste “t” de Student, *p<0,05; **p<0,01
comparado com o veiculo (controle).
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Figura 17. Efeito da epodxi-carvona (EC) no teste do labirinto em cruz elevado
em camundongos. Os parametros avaliados foram o numero de entradas (A) e
tempo total de permanéncia (B) nos bracgos fechados. Os valores sdo a média +
e.p.m. de oito camundongos por grupo. Teste “t" de Student, **p<0,01
comparado com o veiculo (controle).
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3.1.1.2. Teste da placa perfurada (“Hole-board”)

Neste modelo animal, os animais tratados com a epoxi-carvona,
(EC) apenas na dose de 400 mg/kg apresentaram um aumento significante na
laténcia para o inicio dos mergulhos (13,8 £ 2,7 seg) quando comparados com
os do grupo controle (4,5 = 0,6 seg)(Figura 18A).

EC nas doses de 200, 300 ou 400 mg/kg promoveram uma
reducdo de maneira significante no nidmero de mergulhos (27,8 + 2,4; 22,2 +
4,5 e 24,5 + 1,3, respectivamente) quando comparados aos do grupo controle
tratado com o veiculo (47,5 + 6,2)(Figural8B).

A droga padrdao diazepam (1 mg/kg) também foi capaz de
aumentar a laténcia (18,8 + 4,2 seqg) e reduzir o numero de mergulhos (30,0 +
2,3)(Figuras 18A e 18B).
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Figura 18. Efeito da epoxi-carvona (EC) no teste da placa perfurada em
camundongos. Os parametros avaliados foram a laténcia para o primeiro
mergulho (A) e o numero total de mergulhos (B). Os valores sdo a media *
e.p.m. de oito camundongos por grupo. ANOVA “one-way” seguido pelo teste
de Dunnett, *p<0,05; **p<0,01 comparado com o veiculo (controle). DZP
(diazepam)
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3.2. Avaliagdo da Atividade Anticonvulsivante

3.2.1. Teste das convulsdes induzidas pelo pentilenotetrazol (PTZ)

A Epoxi-carvona (EC) nas doses de 200, 300 ou 400 mg/kg
promoveram a protecdo de 0 %, 75 % e 87,5 %, respectivamente, das
convulsdes induzidas quimicamente pelo PTZ, quando comparadas com as do
grupo controle. Por outro lado, o grupo tratado com droga padrdo o diazepam
na dose de 4 mg/kg apresentou 100 % protecdo (Figura 19).

100 %
B 100+ laka 87,5 %
18 *%%
E
2 75+
(@]
(&)
(7]
T 50
©
Q
(T
3 254
°
’3; 0% 0 %
S Q 0 O
S QS o
4‘2'\00 & v i
Q\’Zr
EC (mg/KQ)

Figura 19. Efeito da epoxi-carvona sobre as convulsdes induzidas
guimicamente pelo PTZ em camundongos. Valores estdo expressos como a
percentagem de protecdo contra as convulsées. Os valores sdo o percentual
de oito camundongos por grupo. Teste exato de Fisher, ***p<0,001, comparado
com o veiculo (controle).
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3.2.2.2. Teste das convulsbes induzidas pelo Eletrochoque Auricular
Maximo (MES)

EC foi eficaz em prevenir as convulsdes tbnicas induzidas pelo
eletrochoque auricular nas doses de 200 (25 %), 300 (25 %) ou 400 mg/kg
(95,5 % de protecao)(Figura 20).

A droga referéncia, o fenobarbital na dose de 25 mg/kg promoveu
protecdo significante de 62,5 %, sendo, portanto menos eficaz que a EC na

dose de 400 mg/kg em prevenir convulsdes tonicas nesse teste.
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Figura 20. Efeito da epoxi-carvona sobre as convulsGes induzidas pelo
eletrochoque auricular maximo em camundongos. Valores estdo expressos
como a percentagem de protecdo contra as convulsées. Os valores sdo o
percentual de oito camundongos por grupo. Teste exato de Fisher, **p<0,01;
***p<0,001, comparado com o veiculo (controle); ?p<0,001 (fenobarbital vs EC).
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4. Estudo do mecanismo da atividade anticonvulsivante

4.1. Avaliacao temporal da atividade anticonvulsivante

A epoxi-carvona na dose de 300 mg/kg foi capaz de promover um
aumento na laténcia para o desenvolvimento das convulsées apos 15 (825,0 +
49,0 seg), 30 (690,0 £ 85,6 seg) e 60 minutos (376,5 = 22,6 seg) da sua
administragao (Figura 21A).

A figura 21B mostra que a EC promoveu protecdo significante
contra as convulsdes induzidas quimicamente pelo PTZ nos tempos de 15 (75

%) e 30 minutos (75 % protecdo) apds sua administracao.
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Figura 21. Efeito temporal da epdxi-carvona na dose de 300 mg/kg nas as
convulsdes induzidas quimicamente pelo PTZ em camundongos. Os
parametros avaliados foram a laténcia para o inicio das convulsées (A) e
percentual de protecdo contra as convulsfes (B). Os valores sdo a média *
e.p.m. (A) e percentual (B) de oito camundongos por grupo. ANOVA de uma via
seguido pelo teste de Dunnett, **p<0,01 e Teste exato de Fisher, ***p<0,01,
comparado com o controle.
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4.2. Teste das convulsdes induzidas pela picrotoxina

A epoxi-carvona foi capaz de promover um aumento na laténcia
para o desenvolvimento das convulsdes nas doses de 300 (833,6 £ 91,2 seq)
ou400 mg/kg (1136,0 = 64,2 seg) comparando-se com 0 grupo controle tratado
com o veiculo (507,1 + 42,7)(Figura 22A).

A figura 22B mostra que a EC promoveu protecédo significante
contra as convulsdes nas doses de 200 (12,5 %), 300 (12,5 %) ou 400 mg/kg
(87,5 % protecdo) tomando como referéncia o diazepam na dose de 4 mg/kg
(100 % protecéo).
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Figura 22. Efeito da epoxi-carvona sobre as convulsdes induzidas
guimicamente pelo picrotoxina em camundongos. Os parametros avaliados
foram a laténcia para o inicio das convulsdes (A) e percentual de protecéo
contra as convulsdes (B). Os valores sdo a meédia = e.p.m. (A) e percentual (B)
de oito camundongos por grupo. ANOVA “one-way” seguido pelo teste de
Dunnett, **p<0,01 e Teste exato de Fisher, ***p<0,01, comparado com o

veiculo (controle).
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4.3. Avaliagdo da participacdo do sitio benzodiazepinico dos receptores
GABAA

A epoxi-carvona na dose de 300 mg/kg foi capaz de aumentar a
laténcia para o inicio das convulsées (825,0 + 49,0 seg) e promoveu uma
protecao significante no desenvolvimento das convulsées (75 %).

A presenca do flumazenil, um antagonista seletivo do sitio
benzodiazepinico dos receptores GABAA (FILE et al., 1982; FILE; PELLOW,;
1986) foi capaz de reverter o efeito promovido pelo diazepam, tanto em relacao
a laténcia (Figura 23A) como em relacdo & protecdo contra as convulsdes
(Figura 23B), o que néo foi observado no grupo tratado com a EC, onde o
antagonista ndo foi capaz de reverter o aumento da laténcia e nem a

percentagem de protecao contra as convulsdes (Figuras 23A e 23B).
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Figura 23. Efeito da epoxi-carvona (300 mg/kg) nas convulsdes induzidas
quimicamente pelo PTZ em camundongos. Os parametros avaliados foram a
laténcia para o inicio das convulsdes (A) e percentual de protecdo contra as
convulsdes (B). Os valores sdo a média + e.p.m. (A) e percentual (B) de oito
camundongos por grupo. ANOVA “one-way” seguido pelo teste de Dunnett,
**p<0,01 e Teste exato de Fisher, ***p<0,01, comparado com o veiculo
(controle). FLU (flumazenil), DZP (diazepam) e EC (epéxi-carvona).
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4.4. Avaliagdo da atividade antioxidante

A epoxi-carvona reduziu os niveis de lipoperoxidacdo in vitro
avaliados pela quantificacdo de MDA (malonodialdeido). As diferentes
concentracbes testadas mostraram um efeito de inibicdo da oxidacdo em
homogenato de cérebro de rato sendo o Qi, (concentracdo que inibe 50% da
lipoperoxidacao) equivalente a 50 ug/mL de incubado (Figura 24).

As doses testadas foram de 1,66; 16,6; 41,5; 83 ou 166 ug/mL

com inibicbes de lipoperoxidacéo de 70, 85, 55, 45 e 47 %, respectivamente.
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Figura 24. Efeito antioxidante da EC na inibicdo da oxidacdo em homogenato
de cérebro de rato avaliados pela quantificacdo de MDA (malonodialdeido).
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4.5. Técnica de Single sucrose gap

A amplitude do potencial de agcdo composto (PAC) foi reduzida de
maneira significante apos 20 e 30 minutos da incubacdo de EC na
concentracdo de 1 mM. O nivel do PAC passou de 32,4 + 5,4 mV (controle)
para 29,9 + 4,8 mV (20 min) e 28,5 + 4,3 mV (30 min) apés a incubagdo com a
EC (Figura 25A). Entretanto a concentracdo de 5 mM de EC néo foi capaz de
promover uma reducado significante da amplitude do PAC em nenhum dos
tempos testados (10, 20 e 30 min) (Figura 25B).

Nas concentragbes (1 ou 5 mM) e tempos (10, 20 e 30 min)
testados a EC n&o promoveu alteracdes significantes na constante de tempo
de repolarizacédo do PAC (Figuras 26A e 26B).

A lidocaina, um anestésico local, foi utilizado como a droga
padrédo da reducdo do potencial de acao e foi capaz de reduzir de maneira
significante a amplitude do PAC apdés 10, 20 e 30 minutos nas concentragdes
de 1 ou 5 mM (Figuras 27 e 28), mas também nao promoveu alteracdes

significantes na constante de tempo de repolariza¢cdo do PAC (Figura 29).
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Figura 25. Efeito da epoéxi-carvona (EC) na amplitude do PAC em funcdo da
incubacdo de 1 mM (A) ou 5 mM (B) de EC. Os valores sédo a média £ e.p.m.
de 4 experimentos. Teste “t” de Student pareado, *p<0,05 comparado com

controle.
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Figura 26. Efeito da epodxi-carvona (EC) na constante de tempo de
repolarizacdo do PAC em funcdo da incubacédo de 1 mM (A) ou 5 mM (B) de
EC. Os valores sdo a média £ e.p.m. de 4 experimentos.
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Figura 27. Efeito da lidocaina (5 mM) no registro do PAC. A figura mostra
registro representativo de quatro experimentos realizados.
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Figura 28. Efeito da lidocaina na amplitude do PAC em funcdo da incubacédo
de 1 mM (A) ou 5 mM (B) de lidocaina. Os valores sdo a média + e.p.m. de 4
experimentos. Teste “t” de Student pareado, *p<0,05 comparado com controle.
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VI. DISCUSSAO

Os estudos com a EC compreenderam inicialmente a
determinacédo da DLso, e entdo foram iniciados os estudos psicofarmacologicos
pela triagem farmacologica preliminar, para tracar o perfil da acdo da
substancia em nivel do SNC, e depois partiu-se para testes gerais e
especificos no tocante a avaliagdo da atividade ansiolitica, sedativa e
anticonvulsivante.

A determinacao da toxicidade aguda (DLsg) da EC teve o objetivo
de avaliar os seus possiveis efeitos toxicos, e determinacdo das doses seguras
gue poderiam ser utilizadas nos ensaios com 0s animais, evitando assim que
doses toxicas pudessem ser administradas e os efeitos observados nao fossem
fidedignos com a real acéo psicofarmacologica da substancia em estudo.

A DLso da EC, obtida de acordo com o método descrito por Lorke
(1983), foi de 922,6 mg/kg o que representa uma baixa toxicidade semelhante
ao que foi observado em outros estudos onde foi demonstrada a baixa
toxicidade de alguns monoterpenos, tais como o limoneno, borneol, beta-
pineno, linalol, hidroxidihidrocarvona e safranal (UMEZU et al., 2001; FARHAT
et al., 2001; DE SOUSA et al., 2006b; VIANA et al., 2007). Corroborando com
esta afirmacdo € o fato da EC ndo ter induzido nos animais contorcdes
abdominais, tremores, convulsdes, comportamentos estereotipados e
catalepsia, mas promoveu ataxia que foi revertida, sugerindo que o efeito da
EC ndo é resultado de um efeito toxico.

Baseado nos resultados da toxicidade aguda, foi estabelecido que
a triagem farmacologica preliminar fosse realizada com as doses de 200 ou
300 mg/kg pela via i.p., doses seguras e que representariam o real efeito
psicofarmacoldgico da EC e ndo como resultado de um efeito tdxico.

Nas doses testadas, observou-se que os camundongos tratados
com a EC tiveram alteracdes comportamentais semelhantes as apresentadas
por animais tratados com drogas que diminuem a atividade do SNC, tais como:
diminuicdo da ambulacdo (FERNANDEZ-GUASTI et al., 2001; ARGAL;
PATHAK, 2006), ptose palpebral (MORAIS et al., 2004), resposta ao toque
diminuida (ALMEIDA et al., 1999), sedacdo (MARTINEZ et al., 2006) e
analgesia (Quadro 3 p. 76).
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Ha alguns parametros verificados na triagem farmacoldgica
preliminar que sugerem que a droga testada apresente perfil de droga
psicoléptica (ALMEIDA, 2006), tais como a diminuicdo da ambulagdo dos
animais, ptose palpebral (fechamento das palpebras), demora da reacdo do
animal frente a estimulos sonoros (resposta diminuida ao toque), sonoléncia,
relaxamento, e diminuicdo da atividade motora, sem perda da consciéncia
(sedacéo), e todos esses sinais foram observados nos animais tratados com a
EC, o que nos indica que o monoterpeno apresenta um perfil de droga que
reduz a atividade do SNC.

Esses resultados obtidos na triagem farmacoldgica preliminar séo
semelhantes ao observado em outros estudos utilizando monoterpenos, tais
como a hidroxidiidrocarvona e o citronelol (DE SOUSA 2006a; DE SOUSA
2006b; OLIVEIRA, 2006).

A triagem farmacoldgica preliminar € uma metodologia simples,
mas que possibilita a deteccédo de efeito central apresentado pela substancia
analisada, entdo foram realizados outros testes gerais para melhor
caracterizacdo do perfil psicofarmacolégico da EC. Escolhemos trés testes
gerais com este intuito: o teste da movimentacdo espontadnea, o teste da
potencializagdo do sono induzido pelo pentobarbital e o teste do rotarod.

O teste da movimentacao espontanea € utilizado para verificar o
efeito da droga na atividade locomotora dos animais e nos permite verificar se
ha interferéncia na atividade motora. Neste teste observou-se que a EC nas
doses de 200, 300 ou 400 mg/kg causou uma reducdo de maneira significante
na ambulacdo dos animais nos quatro tempos de observacao (30, 60, 90 ou
120 min) (Figura 13, p. 77), o que contribui para o indicio de que a EC trata-se
de uma droga redutora da atividade do SNC, ja que € bem descrito que drogas
estimulantes aumentam a atividade motora dos animais e as drogas
depressoras diminuem essa atividade (CARLINI, 1973; MATTEI, CARLINI,
1995; FERNANDEZ-GUASTI et al., 2001; ARGAL; PATHAK, 2006; SANCHEZ-
MATEO et al, 2007).

Neste mesmo teste observamos que a atividade locomotora dos
animais do grupo controle foi reduzida de maneira dependente do tempo
(tempo-dependente)(Figura 13, p. 77), o que pode ser explicado pelo fato dos

animais apresentarem um aumento na atividade motora quando sédo colocados
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num ambiente novo, sendo essa caracteristica um comportamento importante
dos roedores, e apos o reconhecimento do ambiente, ele deixa de ser “novo” e
h& uma habituacdo, assim ha uma menor exploracdo e consequente reducdo
da atividade motora (CARLINI; BURGOS, 1979).

Em seguida, prosseguindo com os testes gerais, realizamos o
teste da potencializagédo do tempo de sono induzido pelo pentobarbital com o
objetivo de avaliar se a EC tem ag¢ao neuro-sedativa, ou ainda se possui perfil
de droga hipnética (SANTOS et al.,1996), ja que é bem estabelecido que a
potencializacdo do tempo de sono dos animais € devido a uma acao sedativa-
hipnética atribuida ao envolvimento de mecanismo centrais na regulacdo do
sono e modulacdo do sistema GABAérgico (NGOUEMO et al., 1994;
STEINBACH; AKK, 2001; SIVAM et al., 2004; AGUIRRE-HERNANDEZ et al.,
2007; SARKER et al., 2007).

E importante mencionar que teste da potencializacdo do sono
induzido pelo pentobarbital ndo € um teste especifico, uma vez que drogas
desprovidas de acdo central, como por exemplo, aquelas que diminuem a
captacao de oxigénio pelos tecidos ou mesmo as que produzem vasodilatacéo
ou vasoconstriccdo, potencializam o tempo de sono por interferirem na
biotransformacdo do pentobarbital no complexo do citocromo P450 e assim
podem apresentar as mesmas acdes de drogas depressoras do SNC.
(GOLOUBKOVA et al., 1998; GYAMFI et al., 2000).

Neste teste observou-se que a EC (300 ou 400 mg/kg) foi capaz
de promover a potencializacdo do tempo de sono dos animais, ou seja,
aumentou o tempo de sono induzido pelo barbittrico (Figura 14, p. 79). Ja é
bem descrito que drogas de acéo central, como por exemplo, o diazepam, sdo
capazes de promover o aumento na duracdo do tempo de sono nos animais
(WILLIANSON et al.,, 1996; VASCONCELOS et al.,, 2007), e sendo assim,
pode-se inferir que o efeito da EC é devido a uma a¢ado depressora central, e
nao por interferir na biotransformacédo do barbiturico, baseado também no fato
do monoterpeno ter promovido efeitos centrais na triagem farmacoldgica
preliminar e no teste da movimentagéo espontanea.

O dultimo teste geral escolhido foi o teste do rotarod, que € uma
metodologia utilizada na triagem de drogas com possivel atividade mio-

relaxante e consiste em avaliar a coordenacdo motora do animais, através do
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tempo total de permanéncia destes em uma barra giratoria (CAPASSO, 1996;
REIS, 2000). A falta de coordenacdo motora no teste do rotarod é uma
caracteristica de droga que diminuem a atividade do SNC, tais como
neurolépticos, ansioliticos, sedativos e hipnéticos (SEM; CHAUDHURI, 1992).

Os animais tratados com a EC (200 ou 300 mg/kg) ndao
apresentaram nenhuma alteracédo significante no tempo de permanéncia na
barra giratoria (Figura 15, p. 80). Apenas na dose de 400 mg/kg os animais
apresentaram uma reducdao significante no tempo de permanéncia, o que pode
ser atribuido a uma possivel acao relaxante muscular da EC nesta dose.

Ressalta-se, no entanto, que o teste do rotarod € um método que
ndo é especifico, uma vez que mede indistintamente, efeitos neurolégicos,
estimulantes e depressores sobre a coordenac¢do motora, aos quais também é
atribuido o termo neurotoxicidade, o que pode indicar que o tratamento com a
EC (200 ou 300 mg/kg) nao interfere na coordenacdo motora, descartando
assim um efeito relaxante muscular ou mesmo uma neurotoxicidade do
monoterpeno, que é comum a algumas drogas com perfil depressor do SNC
(ALMEIDA, 2006).

A partir de todos os resultados apresentados até esta etapa
(triagem farmacoldgica preliminar e testes psicofarmacologicos gerais) ha uma
forte indicacdo que a EC apresente efeitos farmacoldgicos no SNC. Desta
forma, houve um direcionamento para uma avaliagcdo especifica da atividade
da EC que pudesse nos levar a elucidar a qual classe de droga psicotrépica ela
pertence.

Drogas que reduzem a atividade do SNC sdo do grupo dos
psicolépticos e dentre eles podemos citar algumas classes como o0s
ansioliticos, sedativos e anticonvulsivantes. Seguiu-se entdo para testes
especificos para avaliar a qual dessas classes a EC pertenceria, e iniciou-se
com a avaliagdo da atividade ansiolitica e sedativa por meio de dois modelos
animais: o teste do labirinto em cruz elevado e o teste da placa perfurada.

A maioria dos modelos experimentais que utilizam animais de
laboratério para avaliar a ansiedade baseia-se, principalmente, em situacdes
conflitantes, como por exemplo, colocar o animal num ambiente estranho
(“estressante”) ou frente a um predador, gerando assim, algumas alteracGes

comportamentais, acompanhadas de desvios fisiolégicos. Assim o0 que se
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reproduz nos animais € um estado semelhante a ansiedade no homem, medida
através de sinais exteriores, como a atividade exploratéria, locomotora e social,
gue podem ser avaliados por meio de alguns testes (LEITE; SIQUEIRA, 2006).

O teste do labirinto em cruz elevado é considerado um modelo
etiologicamente valido para a ansiedade, por que utiliza um estimulo natural
(medo dos espacos abertos e da altura) que pode induzir ansiedade em
humanos (DAWSON; TRICKLEBANK, 1995), e € um dos métodos mais
extensivamente validados para a triagem de drogas com efeito ansiolitico
(ZANOLI et al, 2007). E utilizado para investigar os efeitos ansioliticos ou
ansiogénicos das substancias, uma vez que ansioliticos levam o animal a
aumentar o numero de entradas e o tempo de permanéncia nos bracos
abertos, e as substancias ansiogénicas induzem um aumento dos referidos
parametros nos bracos fechados (LISTER, 1987; PELLOW et al., 1985;
GRUNDMANN et al., 2007).

Neste teste observou-se que 0s animais tratados com a EC na
dose de 300 mg/kg apresentaram modificagdes comportamentais indicativas de
efeito ansiolitico, ou seja, aumento no niumero de entradas e tempo total de
permanéncia dos animais nos bracos abertos, além de uma reducdo no
namero de entradas e tempo total de permanéncia nos bragos fechados (Figura
16, p. 82 e figura 17, p. 83) (MORA et al.,, 2005; THAKUR; MENGI, 2005;
GRUNDMANN et al., 2007; BOTELHO et al., 2007).

O segundo teste utilizado nesta etapa de avaliagdo especifica dos
efeitos psicofarmacologicos da EC foi o teste da placa perfurada que foi
primeiramente introduzido por Boissier e Simon (1962, 1964), e oferece um
método simples para medicdo das respostas de animais expostos a um
ambiente ndo familiar, tal como a exploracdo do animal que pode ser verificado
pelos mergulho de cabec¢a dos animais nos orificios do equipamento (TAKEDA
et al., 1998; WEI et al., 2007).

Na realizacdo deste teste utilizamos o diazepam na dose de 1
mg/kg como droga padrdo de efeito sedativo, j& que ele é um importante
ansiolitico que apresenta efeitos sedativos (SUZUKI et al., 1990; SHADER;
GREENBLATT, 1993). Adeyeme et al (2006) e Aguirre-Hernandez et al (2007)

demonstraram que nesta dose, o diazepam apresenta efeitos sedativos
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evidenciados pelo aumento da laténcia para os mergulhos de cabeca e
reducdo no numero total de mergulhos.

Resultados semelhantes com o diazepam também foram
observados em nossos experimentos, em que esta droga na dose de 1 mg/kg
foi capaz de aumentar a laténcia para os mergulhos e reduzir o numero total de
mergulhos (Figura 18, p. 85). A EC apresentou o mesmo perfil do diazepam, ou
seja, foi capaz de aumentar a laténcia e reduzir o numero de mergulhos, o que
nos indica um perfil de droga sedativa para a EC (Figura 18, p. 85).

Os ultimos testes psicofarmacologicos especificos da EC foram
para avaliacdo da atividade anticonvulsivante. Varios modelos séo utilizados
para a avaliagdo de drogas com potencial anticonvulsivante (SMITH, WILCOX,
WHITE, 2007), mas o teste das convulsbes induzidas pelo pentilenotetrazol
(PTZ) e o teste do eletrochoque auricular maximo (MES) continuam sendo 0s
dois modelos animais mais utilizados nessas pesquisas.

Foram escolhidos esses dois testes, pois, primeiro que ambos 0s
testes fornecem alguma informacédo a respeito da habilidade da droga de
penetrar na barreira hemato-encefalica e exercer seu efeito no SNC. Segundo,
ambos os modelos ndo sédo seletivos em relagdo ao mecanismo de acdo e
consequentemente sdo bem aceitos para a triagem de drogas com atividade
anticonvulsivante, e finalmente que séo dois modelos que requerem minima
pericia técnica e sdo facilmente realizados (LOWSON et al., 1991; LOSCHER;
SCHMIDT, 1994; MELDRUM, 2002; LOSCHER; SCHMIDT, 2006; SMITH,
WILCOX, WHITE, 2007).

A inibicdo das convulsdes induzidas pelo PTZ é uma metodologia
considerada como um modelo experimental para “crises convulsivas
generalizadas do tipo clénica (OLIVEIRA et al.,, 2001; SMITH, WILCOX,
WHITE, 2007). Portanto, sabe-se que o bloqueio das convulsdes induzidas
quimicamente pelo PTZ, em roedores, é uma caracteristica de algumas drogas
depressoras do SNC com acdes anticonvulsivantes (ANCA; LAMELA;
CALLEJA, 1993; LOSCHER; SCHMIDT, 2006).

No teste do PTZ utilizamos o diazepam como droga padréo pelo
fato dessa droga bloquear as convulsdes abrindo canais para cloreto
associados a GABA,, facilitando assim a transmissdo GABAérgica
(PRITCHETT et al., 1989; FILE; ANDREWS, 1993; SMITH; OLSEN, 1995;
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REDDY; KULKAMI, 1997; LAMBERTY et al., 2002), e observamos o aumento
do percentual de animais que apresentaram protecdo contra as convulsoes,
semelhante ao que foi observado no tratamento com a EC, que também foi
capaz de promover significante protecdo das convulsdes (Figura 19, p. 86).

Geralmente compostos que possuem atividade anticonvulsivante
na epilepsia do tipo pequeno mal sdo efetivas em inibir as convulsbes no
modelo do PTZ (VIDA, 1995; LOSCHER; SCHMIDT, 2006). Assim como a EC
promoveu protecdo contra as convulsdes induzidas pelo PTZ, sugere-se um
perfil de droga anticonvulsivante que poderia ser util nesses tipos de crises.

O segundo modelo anticonvulsivante utilizado foi o da
eletroconvulsdo, que tem se mostrado adequado na reproducéo do fen6meno
ictal da epilepsia focal (MELLO et al., 1986) e é muito utilizado na identificacéo
de drogas anticonvulsivantes indicadas no tratamento das crises epilépticas
generalizadas tonico-clénicas ou “grande mal epiléptico” (BARROS; LEITE,
1986; OLIVEIRA et al, 2001; LOSCHER; SCHMIDT, 2006; SMITH, WILCOX,
WHITE, 2007). Este € um método de triagem para drogas com potencial
anticonvulsivante, semelhante ao teste das convulsées induzidas pelo PTZ
(LOSCHER; SCHMIDT, 1994; LOSCHER; SCHMIDT, 2006). Apesar de seu
pouco entendimento (ZIS et al, 1991) sabe-se que esse modelo é baseado no
fato de que repetidas estimulacdes de pulsos elétricos sao capazes de produzir
convulsdes tonico-clénicas, denominada de convulsdo maxima por
eletrochoque, onde o fenobarbital foi utilizado como droga padrdo por atuar
principalmente no sistema GABAérgico (BARROS; LEITE, 1986; LOSCHER;
SCHMIDT, 2006).

Os resultados desse teste evidenciam uma protecdo das
convulsdes nos animais tratados com a droga padréo (fenobarbital) e com a
EC, que nos indica que o monoterpeno apresente um perfil semelhante a
drogas anticonvulsivantes utilizadas para o tratamento do grande mal epiléptico
(Figura 20, p. 87).

Analizando todos os resultados obtidos até este ponto do nosso
estudo, pode-se concluir parcialmente que a EC se apresenta como uma droga
psicotropica com efeitos ansioliticos, sedativos e anticonvulsivantes.

Ha alguns aspectos que merecem ser abordados antes do inicio

da caracterizacdo do mecanismo de acdo da EC. Primeiro que é relatado que
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drogas que promovem a potencializacdo do tempo de sono induzido pelo
pentobarbital atuam por envolvimento no sistema GABAérgico (N'GOUEMO et
al., 1994; STEINBACH; AKK, 2001; SIVAM et al, 2004; AGUIRRE-
HERNANDEZ et al., 2007; SARKER et al., 2007), segundo que as acbes de
drogas ansioliticas e sedativas, como por exemplo o diazepam, sdo mediadas
pela ligacdo a receptores GABAA (MACDONALD; OLSEN, 1994), e terceiro que
as acOes anticonvulsivantes do diazepam (PRITCHETT et al.,, 1989; FILE;
ANDREWS, 1993; SMITH; OLSEN, 1995; REDDY; KULKAMI, 1997;
LAMBERTY et al., 2002) e do fenobarbital (BARROS; LEITE, 1986; LOSCHER;
SCHMIDT, 2006) sdo devidas, a atuacdo desses farmacos no sistema
GABAérgico.

Como a EC apresentou todos esses efeitos descritos
(potencializacdo do sono, ansiolitico, sedativo e anticonvulsivante), isto nos
levou a sugerir que o monoterpeno poderia estar atuando por interféncia no
sistema GABAérgico para promover sua acao psicofarmacologica.

Baseado nisso, merece destaque uma discusséo breve acerca do
sistema GABAeérgico (GABA e seus receptores) para melhor entendimento do
mecanismo de acédo da EC.

O GABA é o principal neurotransmissor inibitorio cerebral, &
formado a partir do glutamato pela acdo do acido glutdmico descarboxilase
(GAD), uma enzima encontrada somente em neurdnios que sintetizam o GABA
no cérebro. Atua como neurotransmissor inibitério em muitas vias diferentes do
SNC sendo liberado principalmente em interneurbnios curtos, apresenta uma
ampla distribuicdo respondendo por cerca de 30 % de todas as sinapses no
SNC (GILMAN, 2003).

O GABA apresenta receptores divididos em trés classes: GABA,,
GABAg e GABA: (FUKUSHIMA et al., 2007). GABAA € GABA: sao receptores
acoplados a canais i6nicos, enquanto que o GABAg é um receptor acoplado a
proteina G (CHEBIB; JOHNSTON, 1999).

O receptor GABAA é associado a um canal para cloreto operado
por ligante, composto por cinco subunidades. Modificacdes no canal, e em
particular na subunidade alfa podem levar a receptores GABAA sensiveis ou
insensiveis aos benzodiazepinicos (BARNARD et al., 1998). Ha 6 tipos de

subunidades alfa (al a o6), onde receptores que compreendem as
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subunidades al, a2, a3 ou a5 sdo sensiveis aos benzodiazepinicos, enquanto
aqueles que compreendem a4 e o6 levam a receptores insensiveis aos
benzodiazepinicos (BARNARD et al., 1998).

Recentes estudos com mutacdo dos canais demonstraram que 0s
diferentes efeitos comportamentais sdo dependentes da composicdo da
subunidade o no receptor GABAA (RUDOLPH et al., 1999). Especificamente,
estudos tém mostrado que a subunidade al medeia os efeitos sedativos do
diazepam (MCKERNAN et al., 2000), enquanto que a a2 os efeitos ansioliticos
(LOW et al., 2000).

O receptor GABAg é um receptor metabotrépico acoplado a
proteina Gi, ligados a hiperpolarizagdo de membrana e com conseqiente
inibicdo dos canais para calcio dependentes de voltagem, onde agonistas
desses receptores, como o0 baclofeno, sdo utilizados para o tratamento da
espasticidade e disturbios motores relacionados (BORMANN, 1988; BOWERY,
1993; JOHNSTON, 1996; WHITE, 1999)

O receptor GABACc foi primeiramente descrito por Johnston (1986,
1996) e também é um canal para cloreto operado por ligante, onde estudos
indicam uma distribuicdo em muitas porgbes do SNC (SIVILOTTI; NISTRI,
1991; ALBRECHT et al., 1997; BOUE-GRABOT et al., 1998; WEGELIUS et al.,
1998; ENZ; CUTTING, 1999), mas sdo mais proeminentemente expressos na
retina de vertebrados (QIAN; DOWLING, 1993; QIAN; DOWLING, 1994; QIAN;
DOWLING, 1995).

Dada a importancia e relacdo com as drogas antieplilépticas
voltamos a discutir um pouco mais a respeito dos receptores GABAa, onde
esses receptores apresentam varios sitios onde algumas drogas podem atuar,
como o sitio de ligacdo do GABA, um ou mais sitios moduladores e o canal
ibnico propriamente dito que sdo alvos de varias drogas importantes de acdo
central, em especial os benzodiazepinicos, barbitdricos e neuroesteroéides. Por
exemplo, as ac¢bes psicofarmacologicas do diazepam sdo mediadas pela
ligacdo ao sitio benzodiazepinico no receptor GABAA (FELDMAN et al., 1997;
GILMAN, 2003; RANG et al., 2004; ROGAWSKI; LOSCHER, 2004)

Véarios sdo os relatos das acbes anticonvulsivantes de outros

monoterpenos com estrutura quimica semelhante a da EC, como o linalol,
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eugenol (SILVA BRUM; ELISABETSKY, 2001; SZABADICS; ERDELYI, 2000;
WIE et al., 1997; SILVA BRUM et al., 2000; ELISABETSKY et al., 1995), SL-1
(monoterpeno sintético homologo ao GABA), (LIBROWSKI et al., 2000),
pineno, eugenol, (CONSROE et al., 1981; DALLMEIER; CARLINI, 1981),
limoleno (VIANA et al., 2000) e mais recentemente o citronelol (DE SOUSA et
al.,, 2006a), gamma-decanolactona (VIANA et al., 2007) e safranal
(HOSSEINZADEH; SADEGHNIA, 2007). Pelo fato de varios monoterpenos
apresentarem atividade anticonvulsivante, direcionamos a continuidade dos
estudos psicofarmacologicos para caracterizacdo do mecanismo de acéo
anticonvulsivante da EC.

Com o intuito desse estudo do mecanismo de acao e melhor
caracterizagdo da acgdo anticonvulsivante da EC iniciou-se uma avaliagéo
temporal dessa atividade em grupos de animais ap6s 15, 30, 60, 90, 120 ou
240 minutos pos-tratamento (Figura 21, p. 89). Evidenciamos um aumento
significante da laténcia para as convulsdes induzidas pelo PTZ até 60 minutos
pés-tratamento e protecdo significante contra o desenvolvimento das
convulsdes até 30 minutos de pos-tratamento, que pode indicar que o efeito
anticonvulsivante da EC tem duracdo maxima de 60 minutos, podendo ser
decorrente de metabolizacdo hepética da substancia, resultando num
composto de menor acao farmacoldgica, ou ainda, seja formado um composto
que seja eliminado com maior rapidez e facilidade.

Para investigar melhor a participacdo do sistema GABAérgico no
efeito anticonvulsivante da EC utilizou-se o teste das convulsfes induzidas pela
picrotoxina (PIC), que é um estimulante do SNC sendo utilizada na inducéo
quimica de convulsdes através da inibicdo dos receptores GABAérgicos, sendo
que a reversdo da estimulacdo induzida pela picrotoxina é considerada como
um parametro eficaz no estudo de drogas da classe dos anticonvulsivantes que
atuam em mecanismos que envolvem o sistema GABAérgico (ZIA et al, 1995;
N'GOUEMO et al., 1994; HUANG et al., 2001; QIAN et al., 2005).

A laténcia para o desenvolvimento das convulsdes induzidas pela
PIC foi aumentada de maneira significante nas dose de 300 ou 400 mg/kg de
EC, além de promover também protecdo significante para o desenvolvimento

das convulsdes (Figura 22, p.91).
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Esses resultados ddo um maior suporte a hipotese da
participacdo do sistema GABAérgico no efeito anticonvulsivante da EC.

Como ja foram discutidos, os receptores GABA sdo alvo para a
acdo anticonvulsivante de vérias drogas (FELDMAN et al., 1997; GILMAN,
2003; RANG et al., 2004; ROGAWSKI; LOSCHER, 2004), e para avaliar se a
EC estaria atuando por ativacdo direta do sitio benzodiazepinico nos
receptores GABAa para produzir seu efeito anticonvulsivante, investigou-se seu
efeito na presenca do flumazenil, um antagonista seletivo do sitio
benzodiazepinico dos receptores GABAA (FILE et al. 1982; FILE; PELLOW,
1986; BROGDEN; GOA, 1988; BROGDEN, GOA, 1991).

Neste estudo da participacdo do sitio benzodizepinico dos
receptores GABAAa, verificou-se que o efeito anticonvulsivante do diazepam foi
antagonizado totalmente pelo pré-tratamento com o flumazenil, que reverteu
tanto o aumento da laténcia quanto a protecao das convulsdes no teste do PTZ
(Figura 23, p. 93). Esses resultados com o diazepam foram diferentes aos
observados com a EC, que na dose de 300 mg/kg nédo teve seu efeito alterado
na presenca do flumazenil, o que indica que o efeito anticonvulsivante do
monoterpeno parece ndo envolver a ativacdo, pelo menos de forma direta, do
sitio benzodiazepinico dos receptores GABA,, ndo descartamos a participacao
de outros sitios moduladores existentes no receptor nesse receptor.

Além dos sistemas de neurotransmissdo, acredita-se que o
processo oxidativo pode contribuir para a instalacdo das convulsdes, estado
epiléptico e morte dos animais, por meio dos danos neuronais induzidos por
radicais livres (RAUCA et al., 2004).

Uma das tendéncias atuais nas investigacbes de novas drogas
antiepilépticas € a busca de drogas com propriedades neuroprotetoras.
Experimentos tém demonstrado a eficacia de algumas substancias com
atividade antioxidante na terapia das convulsées e dao suporte a hipétese do
papel crucial dos radicais livres na patogénese de danos neurotoxicos
cerebrais como na epilepsia (KABUTO et al., 1998; HSIEH et al., 2000; HSIEH
et al.,, 2001; HEINEMANN et al, 2002; KOZAN et al., 2006; AYYILDIZ et al.,
2006; AYYILDIZ et al., 2007)

E relatado que o estresse oxidativo pode contribuir para a

instalacéo das convulsdes através dos danos neuronais induzido pelos radicais
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livres (RAUCA et al., 2004), e pode ser definido como um desequilibrio entre os
sistemas pro-oxidante e antioxidante resultando numa excessiva producao de
radicais livres (SIES, 1991), podendo alterar dramaticamente a funcao celular,
e modificar a liberacdo e/ou sintese de outros compostos relacionados com a
morte neuronal induzida pela convulsdo, e tem sido implicado em uma
variedade de condi¢gBes neuroldgicas agudas e cronicas, incluindo a epilepsia
(FRANTSEVA et al., 2000; WALZ et al., 2000).

Devido ao seu grande potencial de dano os radicais livres sao
produzidos no organismo sob rigoroso controle de sistemas de defesa que
incluem enzimas e outros antioxidantes (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1992).

Uma conseqiéncia do desequilibrio entre os sistemas pro-
oxidante e antioxidante é a oxidacdo de &cidos graxos poliinsaturados da
membrana celular, processo denominado de lipidio peroxidacao
(lipoperoxidacdo) que pode comprometer a estrutura da membrana,
danificando-a ou eventualmente causar a completa destruigédo, culminando com
a morte celular (HALLIWELL, 1994; FERREIRA; MATSUBARA, 1997), sendo o
cérebro mais vulneravel que outros tecidos, por que contém uma grande
quantidade de lipidios e metais oxidaveis, e ttm em relacdo aos outros tecidos,
menos mecanismos antioxidantes (WALZ et al., 2000).

Entdo, como o estresse oxidativo pode contribuir para a
instalacéo das convulsdes através dos danos neuronais induzido pelos radicais
livres (RAUCA et al.,, 2004), decidimos continuar a caracterizacdo do
mecanismo de acdo anticonvulsivante da EC avaliando sua atividade
antioxidante por meio do teste da lipoperoxidagéo in vitro.

Esse método se baseia na dosagem dos derivados dos
derivados aldeidicos gerados pelo processo de lipoperoxidacdo espontanea do
homogeneizado de cérebro de ratos em funcdo da concentracdo da droga
teste, que pode modular essa lipoperoxidacdo apresentando assim uma
atividade antioxidante (BARROS et al., 2006).

Foi observada uma diminui¢do dos niveis de lipoperoxidacdo dos
homogenatos de cérebro de rato, a qual pode ser interpretada que a EC
apresenta um perfil de droga antioxidante (Figura 24, p. 95) e pode ser utilizada

como uma substancia neuroprotetora para impedir o desenvolvimento de
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convulsdes induzidas por radicais livres (HEINEMANN et al., 2002; FREITAS,
2006; AYYILDIZ et al., 2006; AYYILDIZ et al., 2007).

Um dos alvos moleculares de vérias drogas antiepilépticas séo os
canais idnicos dependentes de voltagem. Esses canais incluem canais para o
sbdio, para o calcio e para o potassio. Os canais para sodio cerebrais, por
exemplo, sdo modulados por varias agentes anticonvulsivantes, tais como:
fenitoina, lamotrigina, carbamazepina, oxcarbazepina e zonisamida
(ROGAWSKI; LOSCHER, 2004; STEFAN; FEUERSTEIN, 2007).

Entdo com o objetivo de caracterizar melhor o mecanismo de
acdo anticonvulsivante da EC, em nivel eletrofisiolégico, verificando a
participacdo de canais i0nicos da EC nessa acdo, realizamos estudos
utilizando a técnica de single sucrose gap.

Essa € uma técnica simples, rapida e registra o potencial de acéo
composto (PAC), permitindo assim avaliar o comportamento dos canais para
Na® e para K', na presenca ou ndo da droga, durante as fases do PAC
(NONAKA et al., 2000; MERT et al., 2002). Embora essa técnica ndo permita
identificar especificamente os tipos de canais envolvidos nas respostas, sabe-
se que varios agentes anticonvulsivantes atuam inibindo canais dependentes
de voltagem incluindo para Na*, Ca™ e K* (FUNAHASHI et al., 2001; PATTEN
et al., 2001; ARAUJO et al., 2003; ROGAWSKI; LOSCHER, 2004; STEFAN;
FEUERSTEIN, 2007).

E bem descrito que h4 um nimero grande de tipos de canais
ibnicos presentes em axonios mielinizados e que alguns tipos de canais estéo
distribuidos de maneira nao uniforme (KOCSIS et al., 1987; ENG et al., 1988;
ROPER; SCHWARZ, 1989; WAXMAN, 1995). Canais para sodio estdo
incrustados na membrana em alta densidade em axdénios periféricos no nodo
de Ranvier e esses canais sdo requeridos para a geragao do potencial de acéo
(HILLE, 1992; GUVEN et al., 2006).

O efeito anticonvulsivante de drogas GABAérgicas pode ser
mediado também por interferéncia ou modulacdo por canais para sédio
dependentes de voltagem, uma vez que animais pré-tratados com drogas
GABAérgicas apresentaram redugdo no numero de convulsdes, estado
epiléptico e mortes (FREITAS, 2006).
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Utilizamos a lidocaina, um anestésico local, como droga padréo
de reducdo do PAC, ja que a mesma atua por bloqueio dos canais para Na*
dependentes de voltagem (MERT; GUNAY, 1999), e verificamos uma reducéo
na amplitude do potencial de acéo (Figura 27, p. 99 e figura 28, p. 100).

A incubacao de 1 mM de EC foi capaz de reduzir a amplitude do
potencial de acdo composto (PAC) de nervo isquiatico de rato (Figura 25, p. 97)
e essa reducdo do PAC é um indicativo do bloqueio de canais para Na*
dependentes de voltagem, e alguns anticonvulsivantes como o felbamato,
lamotrigina (DUPERE et al., 1999; KWAN et al., 2001; GUVEN et al., 2006) e
monoterpeno citronelol também atuam por bloqueio do PAC (DE SOUSA et al,
2006a).

O fato da EC néo ter alterado de maneira significante a constante
de tempo de repolarizacdo (Figura 26, p. 98) pode indicar que ndo haja o
envolvimento dos canais para potassio dependentes de voltagem em seu
mecanismo de acgdo, fato esse que também foi observado com a lidocaina
(Figura 29, p. 101), aliado ao fato de que a densidade de canais para potassio
no nodo de Ranvier, por onde ha o fluxo ibnico em fibras mielinizadas, € menos

intensa que a dos canais para sodio (HILLE, 1992).
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VIl. CONCLUSOES

Baseado nos resultados obtidos na caracterizagdo da atividade
psicofarmacologica de epodxi-carvona (EC) em modelos animais pdde-se inferir

as seguintes conclusoes:

> A EC apresentou uma toxicidade baixa, baseado nos
valores obtidos da dose letal 50 % (DLso);

> EC induziu alteracbes comportamentais sugestivas de

droga psicoléptica, ou seja, que reduz a atividade do SNC;

> EC apresentou caracteristicas de droga com perfis
ansiolitico e sedativo baseados nos resultados dos testes do

labirinto em cruz elevado e da placa perfurada;

> EC apresentou perfil de droga anticonvulsivante nos testes
do PTZ e MES, por terem aumentado a laténcia e reduzido o

percentual de convulsoes;

> O mecanismo de acdo anticonvulsivante parece ser
mediado pela interferéncia com o sistema GABAérgico e nao
envolve a ativacdo direta do sitio benzodiazepinico do receptor
GABA,, ndo descartando outros sitios ndo avaliados no receptor;

> EC foi capaz de inibir a lipoperoxidacdo in vitro

apresentando portanto perfil de droga antioxidante;

> EC foi capaz de reduzir a amplitude do potencial de acéo
composto de nervo isquiatico isolado de rato, sugerindo um

blogueio dos canais para Na® dependentes de voltagem.
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