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RESUMO

Avaliacdo do potencial anticonvulsivante do extrato padronizado de Justicia pectoralis
(Chamba): estudo de neuroprotecdo e mecanismo de a¢do. EDITH TELES VENANCIO.
Orientadora: Marta Maria de Franca Fonteles. Tese de Doutorado. Programa de Pds-
graduacdo em Farmacologia. Departamento de Fisiologia e Farmacologia, UFC, 2015.

A epilepsia acomete cerca de 50 milhdes de pessoas e 30 % destas apresentam crises
refratarias ao tratamento disponivel no mercado. O mecanismo da convulsdo envolve
alteracdo de neurotransmissores e aminoacidos, estresse oxidativo, excitotoxicidade e lesdo
neuronal. O extrato padronizado de chamba (CH), preparado a partir das partes aéreas da
Justicia pectoralis, apresentou em estudos prévios, efeito ansiolitico relacionado a modulagéo
positiva dos receptores GABAa/benzodiazepinicos. Dessa forma, objetivando investigar o
potencial anticonvulsivante do chambd, bem como o mecanismo de acdo, foram realizados
modelos de convulsdo induzida por picrotoxina, estricnina, eletrochoque e pilocarpina. Para
avaliar a atividade antioxidante através do envolvimento do estresse oxidativo foram
mensurados os niveis de peroxidacdo lipidica, nitrito e a atividade da catalase em hipocampo,
corpo estriado e medula (modelo de estricnina) nos modelos de convulsdo mencionados
acima. Em seguida, foram determinados os niveis de aminoacidos inibitorios (GABA, glicina
e taurina) e excitatorios (glutamato e aspartato) no hipocampo apds convulsdo por pilocarpina
e, para verificar a atividade neuroprotetora foram avaliadas a porcentagem de danos neuronais
nas areas CA1 e CA3 do hipocampo apds status epilepticus induzido por pilocarpina. Foram
utilizados camundongos Swiss fémeas, tratados por via oral (gavage) e divididos em grupos
de acordo com estudo realizado, dentre eles: atividade anticonvulsivante [6 grupos (n=10):
controle (dgua destilada); CH (25, 50 e 100 mg/Kg); Fenobarbital (10 mg/Kg) ou
Oxcarbazepina (60 mg/Kg)], atividade antioxidante [4 grupos (n=10): controle (4gua
destilada), CH (50 mg/Kg), fenobarbital (10 mg/Kg) ou Oxcarbazepina (60 mg/Kg)],
determinacdo da atividade sobre os niveis de aminoacidos [3 grupos (n=8): controle (agua
destilada), CH (50 mg/Kg) ou fenobarbital (10 mg/Kg)] e para verificacdo dos danos
neuronais [3 grupos (n=4): controle (dgua destilada), CH (50 mg/Kg) ou pilocarpina (400
mg/Kg, via intraperitoneal). Os resultados mostraram que o chamba apresentou efeito
anticonvulsivante, pois aumentou os parametros laténcia para 1° convulsédo e laténcia para
morte em todos 0os modelos e nas doses utilizadas, exceto a dose de 25 mg/Kg que nédo foi
significativa no modelo de picrotoxina. A avaliagdo da atividade antioxidante mostrou que o
chamba reduziu os niveis de peroxidacao lipidica e nitrito, e aumentou a atividade da catalase
no hipocampo e corpo estriado em todos os modelos utilizados. A determinacao dos niveis de
aminoacidos mostrou que o chamba aumentou os niveis dos aminoacidos inibitorios e reduziu
0s niveis dos amino&cidos excitatérios e, por fim, a avaliacdo da atividade neuroprotetora
através da porcentagem de danos neuronais mostrou que o chamba reduziu as lesdes
neuronais nas areas CAl e CA3 do hipocampo. Em concluséo, o estudo sugere uma acdo
moduladora, exercida pelo extrato padronizado de Justicia pectoralis, sobre a convulsao
através da alteracdo dos niveis de neurotransmissores, aminoacidos, estresse oxidativo e danos
neuronais, sendo estes, mecanismos envolvidos na patologia.

Palavras-chave: Chambg, epilepsia, convulsdo, antioxidante, neuroprote¢do



ABSTRACT

Assessment of anticonvulsant’s potential of standardized extract of Justicia pectoralis
(Chamba): neuroprotection study and mechanism of action. EDITH TELES
VENANCIO. Supervisor: Marta Maria de France Fonteles. Doctoral Thesis. Graduate
Program in Pharmacology. Department of Physiology and Pharmacology, UFC 2015.

Epilepsy affects about 50 million people and 30% of these people have refractory seizures to
the treatment available. The mechanism of seizure involves alteration in neurotransmitters and
amino acids, oxidative stress, excitotoxicity and neuronal injury. The standardized extract of
Chamba (CH), prepared from the aerial parts of Justicia pectoralis, presented in previous
studies anxiolytic effect related to the upregulation of GABA/benzodiazepine receptors. Thus,
with the aim to investigate the anticonvulsant potential of Chamba and its mechanism of
action, we performed seizure models induced by picrotoxin, strychnine, electroshock and
pilocarpine. To evaluate the antioxidant activity, we measured levels of lipid peroxidation,
nitrite and catalase activity in hippocampus, striatum and marrow (strychnine model) in the
seizure models mentioned above. Next, we determined the levels of inhibitory amino acid
(GABA, glycine, and taurine) and excitatory amino acid (glutamate and aspartate) in the
hippocampus after pilocarpine seizure and, to verify neuroprotective activity, we also
evaluated the percentage of neuronal damage in the CA1 and CAS3 fields of hippocampus after
status epilepticus induced by pilocarpine. Swiss female mice were treated orally (gavage) and
divided into groups according to the study, among them: anticonvulsant activity [6 groups (n
= 10): control (distilled water); CH (25, 50 and 100 mg/kg); Phenobarbital (10 mg/kg) or
oxcarbazepine (60 mg/kg)], antioxidant activity [4 groups (n = 10): control (distilled water),
CH (50 mg/kg), phenobarbital (10 mg/kg) or oxcarbazepine (60 mg/kg)], determination of the
amino acid levels [3 groups (n = 8): control (distilled water), CH (50 mg/kg) and
phenobarbital (10 mg/kg)] and verification of neuronal damage [3 groups (n = 4): control
(distilled water), CH (50 mg/kg) or pilocarpine (400mg/kg, intraperitoneally). The results
showed that CHAMBA presented a anticonvulsant effect because it increased latency of first
convulsion and latency to death parameters in all models and doses used, except the dose of
25 mg/kg, that was not significant in picrotoxin model. The evaluation of the antioxidant
activity showed that Chamba reduced levels of lipid peroxidation and nitrite, and increased
catalase activity in hippocampus and striatum in all models used. The determination of amino
acid levels showed that Chamba increased levels of inhibitory amino acids, and reduced levels
of excitatory amino acids and, finally, the evaluation of the neuroprotective activity by the
percentage of neuronal damage, Chamba showed a reduced neuronal damage in the CA1 and
CA3 areas of the hippocampus. In conclusion, the study suggests a modulating action carried
out by the standardized extract of Justicia pectoralis on seizures by altering levels of
neurotransmitters, amino acids, oxidative stress and neuronal damage, which are the
mechanisms involved in the pathology.

Keywords: Chamba, epilepsy, seizure, antioxidant, neuroprotection
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1 INTRODUCAO

1.1 CONSIDERACOES GERAIS SOBRE EPILEPSIA

A palavra “epilepsia” vem do grego e tem a mesma raiz do verbo “epilambanein”
que significa ser invadido, dominado ou tomado (Reynolds & Rodin, 2009). A epilepsia ndo é
uma doenca moderna. Os relatos mais antigos sobre a epilepsia sdéo manuscritos babildnicos,
datados por volta de 2000 a.C., que registram diferentes tipos de ataques que séo reconhecido
até os dias atuais, sempre 0s associando a espiritos e enfatizando a natureza sobrenatural.
Embora Hipdcrates, ha 400 anos a.C. tenha descrito que a epilepsia ndo era sagrada e nem
divina, mas um distarbio do cérebro, com suspeita de que sua origem fosse hereditaria, ainda
acreditava-se que a doenca estava associada a aspectos misticos (CHAUDHARY'; DUNCAN;
LEMIEUX, 2011).

Entre os autores de relevancia, durante o século XIX, é de considerar a importancia
do neurologista e autor inglés Hughlings Jackson (1835-1911), que estabeleceu as bases da
moderna epileptologia ao descrever as crises chamadas de psicomotoras e descrever sobre o
papel das descargas elétricas cerebrais na origem dos fenémenos epilépticos (HUGHLINGS-
JACKSON, 1880; CHAUDHARY; DUNCAN; LEMIEUX, 2011).

Muitos avangos no que se refere ao diagnostico da epilepsia ocorreram no século
XIX, coma descoberta do eletroencefalograma, por Hans Berger em 1933, representando um
marco significativo no conhecimento da fisiologia do encéfalo humano e possibilitando um

enorme volume de pesquisa de valor inestimavel para o diagnostico das epilepsias.

A epilepsia € o transtorno mais comum na clinica neurolégica. Cerca de 50 milhGes
de pessoas sofrem de epilepsia com crises ativas necessitando de tratamentos, e 30 % desses
pacientes apresentam crises refratrias (sem resposta) ao tratamento medicamentoso
disponivel no mercado (WHO, 2010). Aproximadamente 90 % dos casos de epilepsia
ocorrem em paises em desenvolvimento. Na india, por exemplo, estima-se um custo de 0.5%
do PIB para tratar pacientes com epilepsia (~5 milhdes); na Europa esse valor é de 20 milhdes

de euros (WHO, 2010). No Brasil, embora os estudos epidemiol6gicos sejam escassos,
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estima-se que a prevaléncia da epilepsia atinja 1,4% da populacdo em geral, porém somente
10 % a 40 % recebem algum tratamento medicamentoso ou tratamento cirurgico. Foram
registrados 32.655 Obitos decorrentes de epilepsia no Brasil, no periodo de 1980 a 2003.
(FERREIRA,; SILVA, 2009).

A disfuncdo neuroldgica na sua fase aguda é chamada de crise epiléptica, a qual,
dependendo da area cerebral envolvida pode manifestar-se através de disturbios de cognicéo
ou consciéncia, movimentos involuntarios, automatismos de comportamento ou
manifestacBes autonémicas, sensoriais e psiquicas (CHAUDHARY; DUNCAN; LEMIEUX,
2011).

O evento mais dramatico de alguns quadros de epilepsia € a convulsdo. Convulséo e
epilepsia séo termos geralmente confundidos. De acordo com a International League Against
Epilepsy (ILAE), convulsdo é definida como uma ocorréncia transitoria de sinais e/ou
sintomas devido a atividade hipersincronica e repetitiva de um grupamento neuronal do cértex
cerebral, cuja distribuicdo anatbmica e duracdo de sua atividade determinam a natureza da
crise; enquanto a epilepsia é um distirbio do cérebro caracterizado pela predisposicao
persistente em gerar crises convulsivas, provocando consequéncias neurobioldgicas,
cognitivas, psicoldgicas e sociais (FISHER et al., 2005; STEFAN et al., 2009).

A incidéncia de crise epiléptica é bem maior na infancia e adolescéncia, quando se
compara com a vida adulta (TRAVE; PETRI; VICTORIANO, 2007). Estudos
epidemiolégicos populacionais demonstram uma prevaléncia de transtornos mentais em
adultos e criancas portadores e epilepsia. A presenca de ansiedade, depressao, psicose, deficits
de atencdo e fobias sdo algumas das varidaveis mais importantes no que diz respeito a
qualidade de vida dos pacientes, tendo inclusive maior impacto do que a frequéncia e
gravidade das crises epilépticas nos pacientes (BOER et al., 2008; COTTERMAN-HART et
al., 2010).

Apesar dos inimeros trabalhos cientificos dedicados a elucidacdo dos fenémenos
envolvidos na epilepsia e dos importantes avancos no estudo da epileptogénese, milhares de
pessoas sdo acometidas de epilepsia refratdria aos atuais farmacos antiepilépticos
(ASCONAPE, 2010).
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Embora os mecanismos de acdo da maioria das drogas antiepilépticas (DAE) nao
sejam totalmente elucidados, geralmente envolvem a alteracdo do equilibrio entre os
mecanismos excitatorios e inibitorios neuronais. Trés mecanismos basicos, em nivel celular,
sdo reconhecidos: modulacdo dos canais i0Gnicos dependentes de voltagem; aumento da
neurotransmissdo inibitéria mediada pelo GABA e atenuacdo da neurotransmissao excitatoria,

em particular mediada pelo glutamato (DECKERS et al., 2003).

A descoberta do fenobarbital, 1912, marcou o inicio da moderna farmacoterapia da
epilepsia. Além deste, drogas como fenitoina, carbamazepina, diazepam e valproato de sodio
figuram na categoria das DAE de primeira geracao.

Os diversos farmacos benzodiazepinicos comercializados como o diazepam,
lorazepam, clobazam e clonazepam sdo os mais comumente utilizados como antiepilépticos e
possuem um amplo espectro de atividade clinica, sendo eficazes no tratamento de crises
epilépticas parciais e generalizadas, bem como no tratamento agudo do estado epiléptico.
Esses farmacos ligam-se a um sitio especifico do receptor GABAA facilitando a ligacdo do
GABA ao seu receptor e consequentemente exacerbando a transmissdo inibitoria através da
abertura de canais de cloreto (BRODIE et al., 2011). Farmacos como fenitoina,
carbamazepina e valproato bloqueiam a descarga de alta frequéncia repetitiva através da
inibicdo de canais de sddio, sendo eficazes inclusive contra convulsbes tonico-clinicas
(BRODIE et al., 2011).

Estas DAE de primeira geracdo apresentam, em geral, um significativo nimero de
efeitos adversos tais como sedacdo, retencdo hidrica, hepatotoxicidade, depresséo,
bradicardia, acidose respiratoria, anemia megaloblastica e tolerdncia (ALMEIDA, 2006;
HUNG, SHIH, 2011).

Nas Ultimas décadas, com o surgimento das DAE de segunda geracdo (lamotrigina,
vigabatrina, tiagabina, topiramato, gabapentina e levitiracetam), o tratamento da epilepsia tém
acrescentado muitos avancos e varias outras substancias tém sido propostas como novos
agentes antiepilépticos. As novas DAE, em geral, causam menos efeitos adversos e possuem
um menor potencial para o desenvolvimento de toxicidade. Contudo o percentual de pacientes
que ndo tem um controle apropriado continua sem modificagdes significativas (HUNG,;
SHIH, 2011).
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Inimeras pesquisas visam descobrir novas estratégias farmacoldgicas antiepilépticas
por meio de novos compostos eficazes para a epilepsia de dificil controle ou de compostos
com menor toxicidade para aquelas ja tratadas pelo arsenal terapéutico atualmente disponivel
(FAGGION et al., 2011).

Pesquisas mais recente com possiveis anticonvulsivantes estdo inseridas em novos
estdo inseridas em novos conceitos, como drogas que atuem sobre a propria epileptogénese
inibindo o desenvolvimento e progressao da epilepsia e abandonando um pouco o enfoque das
DAE tradicionais que agem, de maneira geral, suprimindo a propagacdo inicial das
convulsdes, ou seja, tratando apenas os sintomas (ROBERTSON et al., 2011).

1.1.1 Sistemas de Neurotransmissao envolvidos

1.1.1.1 Acido gama-aminobutirico

O é&cido gama-aminobutirico (aminoacido GABA), identificado por Florey e
McLennan (1955) e por Basemore e colaboradores (1956), é formado a partir do glutamato
pela acdo da enzima acido glutdmico descarboxilase e da coenzima piridoxina (vitamina B6)
(MILLS et al., 2005). Apresenta uma ampla distribuicdo e é responsavel por cerca de 30% de
todas as sinapses, sendo o principal neurotransmissor inibitério no SNC, ativando receptores
pré e pds-sindpticos (MARTIN; OLSEN, 2000).

A identificacdo da relacdo entre a deficiéncia do GABA e o aparecimento de crises
convulsivas deu-se pela primeira vez em 1954, quando bebés foram alimentados com uma
dieta pobre em vitamina B6 (piridoxina) (COURSIN, 1954).

Estudos posteriores confirmaram esta ideia de que o controle da excitabilidade
neuronal e a inibicdo da epileptogénese sejam mediados pelo receptor do GABA e a falha
neste receptor esteja intimamente relacionada a geragdo de ataques epilépticos (HAWKINS-
JR; SARET, 1957).
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O GABA apresenta receptores subdivididos em trés classes: GABAA, GABAg e
GABA:. GABAA e GABA( sdo receptores ionotropicos, enquanto que o0 GABAg é um
receptor metabotropico acoplado a proteina G (BARNARD et al., 1998; CHEBIB;
JOHNSTON, 1999; AVOLI; CURTIS, 2011).

Os receptores GABA, sdo canais para cloreto operados por ligantes, compostos por
cinco subunidades, onde estas subunidades podem se apresentar em diferentes isoformas (a,
B, v, 9, €, me 0), contendo 16 subtipos no total (al-6, B1-3, y1-3, d, €, w e 0). Ha seis tipos de
subunidades alfa (ol a a6), onde os receptores que compreendem as subunidades al, a2, a3
ou a5 s3o sensiveis aos benzodiazepinicos, enquanto aqueles que compreendem a4 e a6
levam a receptores insensiveis aos benzodiazepinicos (BONNERT et al., 1999; HAN et al.,
2009).

Essa heterogeneidade estrutural dos receptores GABAAa faz com que estes possuam
sitios de ligacdo distintos para uma variedade de drogas, como barbitdricos,
benzodiazepinicos, pentilenotetrazol e picrotoxina que podem modular a atividade do GABA
(BATESON, 2004). Este ¢ um importante diferencial para se determinar alvos seletivos para
novas drogas.

Os benzodiazepinicos, por exemplo, se ligam ao GABAA em um sitio diferente do
sitio de ligacdo do GABA e o modulam alostericamente, facilitando a ligacdo do GABA ao
receptor e aumentando a frequéncia de abertura do canal. S&o usados para tratar uma
variedade de sinais e sintomas clinicos, incluindo ansiedade e convulsées (WHITING, 1999;
HAN et al., 2009).

Desde que o receptor GABAg foi primeiramente descrito em tecidos de mamiferos
(BORMANN, 1998), muitas informacdes tem surgido sobre o seu papel fisiolégico no
sistema nervoso central de mamiferos e sua relagdo com outros receptores de
neurotransmissores (BOWERY, 2010).

Trata-se de um receptor metabotrépico acoplado a proteina G;, ligado a
hiperpolarizacdo de membrana. Podem ser encontrados em neurdnios pré e pos-sinapticos,
onde sua ativagdo modula a condutancia da membrana para os fons Ca* e K*, ocasionando
inibicdo dos canais para célcio dependentes de voltagem (PADGETT; SLESINGER, 2010).
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O principal agonista para este receptor é o baclofeno e continua a ser usado
terapeuticamente como um relaxante muscular de acdo central (PARKAS; TARNAWA,;
BERZSENYL, 1989). Outras potenciais aplicacdes para agonistas e moduladores alostéricos
positivos sdo sugeridos, tendo como alvos receptores no SNC e fora dele, como por exemplo,

na doenca do refluxo gastroesofagico (FROESTL, 2010).

Antagonistas do receptor GABAg também podem ter importantes aplicacfes
terapéuticas, como em deficits de memoria, transtornos afetivos e crises de auséncia
(BOWERY, 2010).

Um terceiro tipo de receptor GABA, denominado GABA, distinto dos receptores
GABAA e GABAg, foi pela primeira vez descrito em interneurdnios da medula espinhal
(JOHNSTON et al., 1975), mas tem sido caracterizados mais extensivamente na retina de
vertebrados (FEIGENSPAN; BORMANN, 1994; LUKASIEWICZ et al., 2004).

Apesar de também serem canais para cloreto operados por ligantes, mostram
propriedades, eletrofisioldgicas distintas, quando comparados com os receptores GABA,, ja
que possuem uma maior sensibilidade para o GABA, suas correntes sd0 menores e nao
dessensibilizam. Estes canais sdo caracterizados por permanecerem em média um maior
tempo em estado aberto e possuirem uma menor condutdncia aos ions cloreto (ENZ;
CUTTING, 1998).

1.1.1.2 Glicina

A glicina é um aminodcido ndo essencial com uma estrutura bastante simples
(NELSON; COX, 2000) e que desempenha dois papeis fundamentais no sistema nervoso
central: um deles é como neurotransmissor quimico, particularmente importante nas sinapses
inibitdrias da espinal medula e tronco cerebral (SIEGEL et al., 1989) e o outro é como co-
agonista da transmisséo excitatoria no cérebro atraves da ativagdo dos receptores NMDA (N-
metil-D-aspartato), pertencentes a familia dos receptores de glutamato, que apresentam uma
resposta extremamente potenciada pela glicina (JOHNSON; ASCHER, 1987).
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A glicina pode participar em diversos processos metabdlicos e é sintetizada a partir
da glucose, apesar do seu precursor imediato ser a serina. Varios estudos usando precursores
radioativos sugerem que a grande maioria da glicina encontrada no cérebro é originada pela
sintese de novo a partir da serina e ndo pelo transporte através do sangue (SIEGEL et al.,
1989).

Para a glicina sdo conhecidos, até ao momento, dois tipos de transportadores, o
GlyT1 (glycine transporter 1), localizado na membrana dos astrocitos, (GUASTELLA et al.,
1992) e o GlyT2 (glycine transporter 2) que existe na membrana dos terminais pré-sindpticos
(L1U et al., 1993). Ambos promovem a entrada da glicina nas células acompanhada do co-
transporte de ions sédio (Na+) e Cl- (ROUX; SUPPLISSON, 2000).

1.1.1.3 Canais de sodio ativados por voltagem

Na maioria das células excitaveis, a corrente de entrada que é responsavel pela fase
ascendente do potencial de acdo nos neurbnios e em outras células excitaveis é resultante da
ativacdo dos canais para sédio regulados por voltagem (Nav), sendo tais canais um dos alvos
mais comuns para as Drogas Antiepilépticas (MEISLER. KEARNEY, 2005).

Os Nav sdo geralmente classificados em dois grandes grupos: 0s sensiveis a
tetrodotoxina (TTX-S), que estdo presentes nas fibras Ad, em todo istema nervoso e nos
ganglios da raiz dorsal, e os resistentes a tetrodotoxina (TTX-R), que sdo encontrados
especialmente nas fibras C do ganglio da raiz dorsal (LAI; HUNTER; PORRECA, 2003).

Dentre as nove isoformas de Nav (1.1-1.9) identificados até 0 momento, no cérebro
de mamiferos, a maioria dos canais para sodio expressos pertence a quatro subtipos (BRODIE
et al., 2011). MutacGes geneticas em dois desses, Nav1l.1 e Navl.2, estdo associados com o
aparecimento de epilepsia (CATTERALL; KALUME; OAKLEY, 2010).

Mutacdes em Nav1l.1, principal canal de sodio em interneurdnios inibitorios, causa a

perda de sua funcdo e consequente hiperexcitabilidade. O bloqueio desses canais
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geneticamente modificados por drogas como a lamotrigina, por exemplo, pode agravar crises
epilépticas nesses pacientes (GUERRINI et al., 1998; YU et al., 2006; OGIWARA et al.,
2007).

Em contraste, mutagdes em Nav1.2, expressos em segmentos iniciais de axonios das
vias excitatdrias principais no hipocampo e cortex, causam uma sindrome epiléptica benigna
em recém-nascidos e criangas, através de uma hiperfuncdo desses canais (VACHER,;
MOHAPATRA; TRIMMER, 2008; LIAO et al., 2010).

O bloqueio dos canais de sédio dependente € um mecanismo comum para varias
drogas antiepilépticas. Fenitdina, carbamazepina, lamotrigina e oxcarbazepina, por exemplo,
bloqueiam este canal por estabilizar o0 seu estado de inativacdo rapida, enquanto que a

lacosamida causa o bloqueio pela estabilizag&o do seu estado de inativagéo lenta.

Esses diferentes subtipos, expressos em populacGes neuronais especificas, possuem
propriedades de condutancia distintas. Portanto, bloqueadores seletivos podem apresentar

vantagens em relagéo as DAE existentes.

E verdade que nas duas Gltimas décadas, com o surgimento das DAE de segunda e
terceira geracdo, o tratamento da epilepsia tem apresentado muitos avancos e varias outras

substancias tem sido propostas como novos agentes antiepilépticos (HUNG, SHIH, 2011).

O desenvolvimento de novos medicamentos encontra-se profundamente alicercado
na historia da descoberta da atividade farmacoldgica exibida por fonte de origens naturais.
Convém salientar que plantas indicadas para o tratamento de doencas com manifestaces
neurolégicas e disturbios psiquiatricos tem apresentado uma grande procura, porém, muitas

ndo apresentam nenhum respaldo cientifico e, as vezes, nem sequer tem acdo do SNC.
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1.1.1.4 Colinérgico

A acetilcolina (ACh) é um mediador quimico de sinapses no sistema nervoso central
(SNC), no sistema nervoso periférico e também na juncdo neuromuscular. A Ach, seus
receptores e 0 aparato enzimatico responsavel por sua sintese e degradacdo constituem o
sistema de neurotransmisséo colinérgica (BRUNEAU, AKAABOUNE, 2006).

A administracdo periférica de altas doses do agonista muscarinico colinérgico
pilocarpina produz convulsdes em roedores (MARINHO et al., 1997). O inicio dessas
convulsdes pode ser bloqueado pela atropina e atenuado pela inibi¢do da atividade colinérgica
enddgena (JOPE et al., 1986; 1992; MORRISETT et al., 1987a; MARINHO et al., 1997).
Assim, o processo convulsivo, decorrente do tratamento de ratos com pilocarpina em doses
convulsivas, parece depender da ativacdo dos receptores muscarinicos, podendo envolver o
metabolismo dos fosfoinositidios e sendo capaz de produzir lesdes cerebrais e alteracdes
comportamentais (MARINHO et al., 1997; 1998).

O sistema colinérgico tem como neurotransmissor a acetilcolina (ACh). A ACh é um
importante neurotransmissor excitatério no cérebro (OLNEY et al., 1983 e 1986;
NATHANSON et al., 1999). A estimulacdo cerebral induzida pela ACh ocorre através da
ativacdo dos receptores colinérgicos cerebrais, onde cerca de 99% destes sdo muscarinicos, e
1% sdo nicotinicos (PEPEU, 1983; ELGOYHEN et al., 2000). Assim, a maioria dos efeitos de
ativacdo colinérgica no cérebro é provavelmente devido a estimulacdo dos receptores

colinérgicos muscarinicos (RCM).

A clonagem génica revelou a existéncia de cinco tipos de receptores muscarinicos
(M1, M2, M3, M4, e M5) (BONNER et al., 1987; LIAO et al., 1989; NATHANSON et al.,
1999), sendo todos eles receptores acoplados a proteina G, onde os membros com numeragdo
(M1, M3, e M5), atuam através da via do fosfato de inositol, enquanto os de numeracdo par
(M2 e M4) operam inibindo a adenilato ciclase, portanto, reduzindo o AMPc intracelular
(PERALTA et al., 1987 e 1988; HULME et al., 1990; WESS et al., 1990).

Diversos estudos anatomopatoldgicos do modelo colinérgico tém evidenciado

importantes alteragdes do tecido nervoso similares ao que se observa em humanos, sendo que



29

diferentes estruturas neurais sdo atingidas, tais como hipocampo, complexo amigdaldide,
cortex entorrinal e neocortex. Tais alteragdes correspondem a anormalidades dendriticas e
axonais, acompanhadas da perda de neur6nios e de reacdo glidtica ((TURSKI et al., 1983a;
CLIFFORD et al., 1987). A perda neuronal é principalmente evidente na regido hipocampal
CA1l e CA3 e no hilo do giro denteado, embora também ocorra em outras regies encefalicas
(TURSKI et al., 1983).

As inervacbes colinérgicas hipocampais originam-se principalmente de corpos
celulares neuronais localizados no nucleo septal medial e nucleo da borda vertical da banda
diagonal de Broca (AZNAVOUR et al., 2002).

1.2 ESTRESSE OXIDATIVO E EPILEPSIA

O estresse oxidativo é a condi¢do que ocorre quando o estado de equilibrio entre pré-
oxidantes e antioxidantes é alterado em prol do primeiro, criando um potencial de dano
organico. Pro-oxidantes sdo, por definicdo, radicais livres, atomos ou grupos de atomos com
um unico elétron desemparelhado (STAMLER et al., 1992).

Inicialmente, o estresse oxidativo era descrito com um desequilibrio entre a geracéo e
a eliminacdo de espécies reativas do oxigénio (ERO) e espécies reativas do nitrogénio (ERN).
Essas espécies reativas eram inicialmente consideradas como sendo exclusivamente
prejudiciais as células. Porém, agora se considera que a regulacdo redox envolvendo ERO é
essencial para a modulacdo de funcGes celulares cruciais (principalmente em astrocitos e
micrdglias), tais como a ativacdo da cascata de proteinas quinase ativadas por mitdgeno
(MAP), ativacdo de cascata quinase, transporte de ions, mobilizacdo de célcio e ativacdo do
programa de apoptose (EMERIT, 2004).

O estresse oxidativo é definido como um desequilibrio entre oxidantes (radicais
livres); o estresse nitrosativo se refere a processos nos quais os fluxos de 6xido nitrico se
tornam altos o suficiente para resultar na nitrosagdo de aminas, tidis e antioxidantes, o que

resulta, por sua vez, em excesso relativo ou real de espécies oxidativas. Isso leva a uma
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interrupgao da sinalizagdo, controle de redox e/ou dano celular (BARNHAM et al., 2004). Os
radicais livres (RL) consistem de estruturas quimicas que contém um ou mais elétrons
desemparelhados em sua camada mais externa. Essa propriedade esta associada a um estado

altamente reativo e a uma propensdo a rea¢des quimicas.

O termo estresse foi empregado pela primeira vez por Hans Selye (1936) para
descrever uma ameaca real ou potencial a homeostasia. Em 1956 Harman propds a “teoria dos
radicais livres” para o processo de envelhecimento. Ele sugeriu que os radicais livres
produzidos durante a respiracdo aerdbica possuiam efeitos deletérios sobre os componentes
celulares e tecidos conjuntivos, causando danos cumulativos que resultam no processo de
envelhecimento e, eventualmente, morte. Esse autor especulou, inicialmente, que os radicais
livres eram produzidos por reacdes envolvendo oxigénio molecular e catalisados nas células
por enzimas oxidativas (HARMAN, 1956).

Em 1972 Harman incluiu o envolvimento das mitocéndrias no processo fisioldgico
de envelhecimento. Aproximadamente 90 % de todo o oxigénio na célula é consumido na
mitocondria, especialmente na membrana interna onde ocorre a fosforilagdo oxidativa
(HARMAN, 1972). O oxigénio esta envolvido na oxidacdo de compostos organicos e na
producdo de energia para o metabolismo celular. Entretanto, somente uma pequena
guantidade de oxigénio consumido (entre 2 e 5 %) € reduzido, 0 que deixa varias substancias
qguimicas altamente reativas conhecidas como radicais livres de oxigénio ou ERO (KONG,
LIN, 2010).

O estresse oxidativo mostrou estar associado em espécies reativas de oxigénio
(ERO), espécies reativas de nitrogénio (ERN) e vias de sinalizacdo do oxido nitrico (NO),
através das quais 0 NO biodisponivel diminui e a producdo de ERO e ERN aumenta (SZABO
et al., 2007). As vias de estresse oxidativo e nitrosativo sdo induzidas por respostas
inflamatdrias e processos metabdlicos mitocondriais subsequentes geram moléculas de
radicais livres altamente reativas. ERO é um termo bastante amplo que abrange ndao somente
radicais de oxigénio como radical superoxido (O,--), hidroxila (-OH), éxido nitrico (NO-),
mas também derivado do oxigénio que ndo é radical, como peroxido de hidrogénio (H,0O,)
(BERRA; MENCK; DI MASCIO, 2006). Exemplo de ERN ¢ o 6xido nitrico. Em condi¢fes
fisiologicas as vias de defesa compensam a producdo de ERO e ERN, portanto nessas

condigdes as espécies reativas possuem papeis fisiologicos que incluem a sinalizagdo. Em
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condigdes de producéo excessiva ou se as defesas do organismo estiverem comprometidas, as
ERO e ERN poderdo reagir com &cidos graxos, proteinas e DNA, causando dano a esses
substratos. (MAES et al., 2011).

Alguns dos mais destrutivos radicais livres gerados no organismo derivam do
oxigénio (O,). Entdo, a molécula mais importante para a manutencdo da vida pode também
provocar danos celulares, podendo levar a destruicdo de 6rgdos e do préprio organismo. O
acimulo dos danos ao longo da vida causados por moléculas vitais em Orgdos esta
relacionado ao envelhecimento e ao desenvolvimento de doencas relacionadas com a idade
(NICHOLLS, 2008).

O radical superéxido (O2--) € o produto da adicdo de um elétron a molécula de
oxigénio (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1990). Muitas moléculas biol6gicas como, por
exemplo, a hemoglobina, mioglobina, catecolaminas e alguns constituintes dos sistemas de
transporte de elétrons mitocondriais (TURRENS et al., 1985) reagem com o O, convertendo-o
em O,- . Adicionalmente, fagocitos ativados (neutréfilos, mondcitos, macrofagos
eeosinofilos) geram O,--em grande quantidade, com a finalidade de destruir microorganismos
estranhos ao organismo. Esse mecanismo de protecdo natural pode tornar-se nocivo nos
processos de inflamacdo cronica (MOSLEY et al., 2006; LU et al., 2010).

O radical hidroxila (-OH) é a espécie de oxigénio mais reativa em sistemas
bioldgicos; age rapidamente no local em que é produzido, sendo potencialmente capaz de
causar alteracfes nas bases purinicas e pirimidinicas, levando a inativacdo ou mutacdo do
DNA, inibir diversas proteinas (constituintes das membranas celulares e enzimas) através da
oxidacdo dos seus grupamentos sulfidrila (-SH) a pontes de dissulfeto (-SS) e iniciar a
peroxidacdo de lipidios, especialmente &cidos graxos poli-insaturados de membranas e
lipoproteinas (VALKO et al., 2006; TANG, et al., 2012).

O H,0; ndo é especialmente tdxico, a menos que esteja em altas concentra¢fes nas
células. Outra caracteristica dessa molecula é que ela possui a capacidade de se difundir
rapidamente atraves das membranas celulares podendo ent&o se distribuir por sitios distantes
dos quais ela foi gerada. Além disso, na presenca de metais de transi¢do, mais comumente o

Fe?*, mas também o Cu®, o H,0, é reduzido & radical hidroxil (OH-) via reacéo de Fenton
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(NICHOLLS, 2008). O H,0, possui meia-vida longa e é capaz de atravessar varias camadas

lipidicas e de reagir com metais de transi¢do e algumas hemoproteinas.

O oxido nitrico (NO) funciona como um mensageiro intracelular de producéo
enddgena que desempenha um importante papel em praticamente todos os sistemas do
organismo (EISERICH et al., 1998), embora exerca diversas funcGes fisiologicas Uteis, em

eXxcesso pode ser nocivo.

Evolutivamente, foram selecionadas vérias estratégias antioxidantes para as células
lidarem com a toxicidade do oxigénio que e, dentre estas, a catalase que reage de forma muito
eficiente com o H,O, para formar 4gua e oxigénio molecular e reage com doadores de H
(metanol, etanol) com atividade de peroxidase. A catalase protege as células contra o perdxido
de hidrogénio gerado dentro das mesmas e, apesar da catalase ndos ser essencial para alguns
tipos de células em condig¢fes normais, ela possui papal importante na aquisicao de tolerancia
ao estresse oxidativo e nitrosativo na resposta celular adaptativa (MATES, SANCHEZ-
JIMENEZ, 1999; USUI et al., 2009).

1.3 AMINOACIDOS

1.3.1 GABA

Durante a fase aguda das convulsfes limbicas induzidas pela pilocarpina podem
ocorrer mudancas neuronais adaptativas em relagdo a expressdo e/ou sensibilidade dos
receptores GABAGérgicos, resultando na quebra do equilibrio entre os efeitos inibitorios e o0s
excitatorios (mediados pelo glutamato) (FREITAS et al., 2004). O estado epiléptico induzido
por pilocarpina em diferentes areas cerebrais de ratos adultos e nos neurdnios hipocampais de
humanos com epilepsia refrataria do lobo temporal (BROOKS-KAYAL et al., 1999;
BRENNEKE et al., 2004) demonstra inimeras alteracGes nas propriedades dos receptores
GABA.



33

A ativacdo dos receptores muscarinicos do tipo M1 no hipocampo durante bloqueio
dos receptores GABAérgicos pode aumentar as descargas no SNC e facilitar a instalagdo e
propagacdo do quadro convulsivo (PSARROPOULOU et al., 1999). Freitas e colaboradores
(2004a) observaram reducdo da densidade dos receptores GABAEérgicos no cérebro de ratos
adultos submetidos a convulsdo por pilocarpina e essas mudangas podem aumentar a

incidéncia e a frequéncia das descargas epilptiformes.

1.3.2 Glicina

Em condicBes de elevada degradacdo de proteinas e lipidios pelo estresse oxidativo a
glicina pode atuar como um regulador metabolico reduzindo os danos neuronais durante a
fase aguda das convulsbes (LOBLEY et al., 2001). Baixos niveis de glicina foram verificados
através da técnica de microdialise no modelo de epilepsia p6s-traumatica induzida pelo ferro,
enquanto a administracdo de removedores de radicais livres aumenta os niveis de glicina
(SAMUELSSON et al., 2003). Cavalheiro e colaboradores (1994) observaram aumento da
concentracdo de glicina hipocampal durante a primeira hora da fase aguda da convulsdo
induzida por pilocarpina.

1.3.3 Taurina

A taurina ou &cido 2-aminoetano sulfénico é um dos aminodcidos livres mais
abundantes em diferentes tecidos, sendo essencial para o funcionamento do sistema nervoso
central dos mamiferos, atuando na osmorregulacéo, estabilizacdo e manutencgdo da integridade
da membrana neuronal, na neuroprotecdo e no controle da homeostasia do célcio
(SARANSAARI, OJA, 2007). Este aminoacido pode ser encontrado em neur6nios e células
gliais, sendo armazenado em terminais sinapticos, evidenciando possivel acdo
neurotransmissora inibitoria via receptores GABAA e de glicina (JUNYENT et al., 2009).
Além disso, é capaz de modular a atividade de diversas enzimas que podem estar relacionadas
com insultos cerebrais causados por drogas de abuso, como o etanol (GERLAI et al., 2006).
EDNA
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As maiores concentragOes intracelulares de taurina sdo encontradas no coracao,
leucdcitos, musculo esquelético, retina e SNC, sendo o figado o local de maior variacdo nas
concentracdes de taurina, em que estas sao dependentes da dieta ingerida. Dentre as funcbes
da taurina no cérebro estdo as de neurorregulacdo, neurodesenvolvimento, modulacdo da
excitabilidade neuronal, manutencdo da fungéo cerebelar, modulacdo da liberagdo hormonal e
anticonvulsivante (KONTRO; OJA, 1983). Um dos papéis importantes da taurina esta
relacionado a excitotoxicidade glutamatérgica (WU; PRENTICE, 2010).

1.3.4 Glutamato

O glutamato € um dos mais importantes neurotransmissores excitatorios do sistema
nervoso central e estd envolvida em inimeros eventos fisioldgicos, incluindo
desenvolvimento neural, aprendizado, integracdo fisioldgica entre as diferentes estruturas
cerebrais e 0s processos de memoria (OZAWA et al., 1998). Entretanto, o aumento da
estimulagdo do sistema glutamatérgico esta implicado em muitas disfuncdes cerebrais agudas
e cronicas e pode contribuir para anormalidades associadas com a epilepsia, isquemia cerebral
e doengas neurodegenerativas (HAYES et al., 1992; LANCASTER et al., 1992; MELDRUM
etal., 2003; CAROBEZ et al., 2003).

E armazenado em vesiculas sinapticas e liberado por exocitose célcio dependente.
Sua acdo € concluida, principalmente, pela sua receptacdo por transportadores para as
terminac6es nervosas e neuroglia. Este transporte em algumas circunstancias pode ocorrer de
forma inversa (despolarizacdo por aumento do potassio extracelular) e constituir uma fonte de
liberacdo de glutamato (ATTWELL et al., 1993), um processo que pode ocorrer em diversas
patologias neurol6gicas, como isquemia cerebral e convulsdo. Acredita-se que o0
neurotransmissor glutamatérgico pode ter crucial importancia no desenvolvimento e

manutenc¢do das convulsdes, que ocorrem no fenémeno epiléptico (DANBOLT, 2000).

O glutamato exerce seu papel por ativacdo dos receptores glutamatérgicos
localizados nas membranas pré e pds-sinapticas, bem como nas membranas das células gliais
(MELDRUM et al., 1999). Desta forma, a concentracdo de glutamato no fluido extracelular é

que determina a extensdo da estimulacdo dos receptores (DANBOLT et al., 2000). Os
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receptores glutamatérgicos podem ser ionotropicos (ativados pelo NMDA, AMPA ou cainato)
e metabotrdpicos e, portanto, acoplados a proteina G (COTMANN, 1995; DUVOISIN, 1995).
Os receptores NMDA, AMPA e cainato sdo canais ionicos que abrem apds serem ativados
aumentando o influxo de Na* ou de Na" e Ca"™" (DANBOLT, 2000), portanto causa uma

despolarizacdo da membrana sinaptica desencadeando uma resposta excitatoria.

A participacao do sistema glutamatérgico na epileptogénese tem sido exaustivamente
estudada, pois a ativacdo de receptores glutamatérgicos induz convulsdes e dano cerebral em
ratos (GRIFFITH et al., 2004). Naffah-Mazzacoratti e colaboradores (2004) observaram
aumento na liberacéo de glutamato no hipocampo de ratos em estado epiléptico induzido por

pilocarpina.

1.3.5 Aspartato

O aspartato € um dos aminodcidos excitatorios mais abundante e extremamente
potente sobre neurdnios, pois suas altas concentracdes e larga distribuicdo influenciam todas
as fungdes do SNC. O aumento em seu contetdo hipocampal, bem como cortical pode ser
devido ao aumento da sintese e/ou liberacdo, bem como pela reducdo da degradacao
enzimatica, sugerindo que este aminoacido participa da manutencéo e/ou propagacédo do foco
epiléptico instalado no hipocampo pela acetilcolina (WATKINS, OLVERMAN, 1987). Uma
e colaboradores (2006) também verificaram um aumento nos niveis de aspartato cerebral e

plasmatico associado ao estresse oxidativo

1.4 AREAS CEREBRAIS ESTUDADAS: HIPOCAMPO E CORPO ESTRIADO

O termo “hipocampo” costuma ser utilizado para descrever o conjunto formado por
duas regides interligadas: giro denteado e hipocampo propriamente dito (“corno de Amon”,
CA). Ambos apresentam organizacao interna trilaminada, composta por dois tipos de células

principais: as células granulares do giro denteado e as células piramidais do CA, sendo estas



36

divididas nos setores CA1, CA2 e CA3. O hipocampo apresenta como funcdes principais o
armazenamento da memoria recente, a formagdo da memoria de longo prazo e a orientacao
espacial (BRANDAO, 2000; BALDACARA, ARCHER, JACKOWSKI, 2011).

O hipocampo possui importantes conexdes com o talamo, hipotadlamo e cértex
entorrinal. Estas conexdes lhe permitem atuar como conferidor das informacgdes sensoriais
provenientes do cortex entorrinal e confronta-las com as predicdes geradas no sistema limbico
(SOARES; CORDEIRO; CAMELO FILHO, 2012) que, por sua vez, integra informacdes de
outras partes do cerebro, incluindo o cortex pré-frontal. As principais funcdes do sistema
limbico sdo de regular os processos emocionais, regular o Sistema Nervo Autdnomo, regular
0S processos motivacionais. Alguns componentes do sistema limbico (constituido pelo giro do
cingulo, giro para-hipocampal, hipocampo, corpo amigdaloide, éarea septal, nucleos
mamilares, nucleos anteriores do tdlamo e ndcleos habenulares) se relacionam ao mecanismo
e memoria (VIANA, 2012). Quando h& incompatibilidade entre os eventos ambientais e o que
estd armazenado, o hipocampo passar a funcionar como modalidade controle, que gera
inibicdo comportamental, acompanhada por aumento de atencdo ao meio e do aumento da

vigilancia aos estimulos potencialmente perigosos (BRANDAO, 2000).

Estudos mostram que esta estrutura também estd profundamente envolvida no
surgimento e na disseminacdo de episodios convulsivos. Estudos revelam que os animais com
epilepsia apresentaram intensa morte neuronal predominando em regibes do hipocampo
propriamente dito (SCORZA et al., 2005; NASCIMENTO et al., 2012). O mecanismo exato
através do qual uma crise epiléptica conduziria a morte celular ainda ndo foi completamente
esclarecido. Acredita-se que a liberacdo de substancia excitotoxicas em grande quantidade na
fenda sinéptica, como o glutamato, ocasionaria hiperexcitabilidade neuronal com consequente
morte celular. Baseado nesta teoria é possivel explicar a susceptibilidade variavel de
determinadas regides cerebrais a lesdo, como o hipocampo e o0 neocortex temporal, 0s quais
possuem maior quantidade de terminacGes nervosas excitatorias (BRIELLMANN et al., 2001,
NASCIMENTO et al., 2012).

Os Ndcleos da Base consistem em nucleos subcorticais que desempenham grande
papel no controle da motricidade voluntaria. Eles recebem aferéncia do cortex cerebral e
enviam eferéncias ao tronco encefalico e, via tdlamo, aos cortices pre-frontal, pré-motor e

motor primario. As fun¢Ges motoras dos ganglios da base sdo mediadas, em grande parte,
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pelas areas motoras do lobo frontal (GONDIM, 2009; BRANDAO, 2000). Os n(icleos da base
correspondem as substéncias cinzentas situadas profundamente aos hemisférios cerebrais. Séo
eles: nucleo caudado, nucleo lentiforme, claustrum, nacleo accumbens e o nucleo basal de
Meynert. O nucleo caudado e o ndcleo lentiforme constituem o corpo estriado (BRANDAO,
2000; VIANA; CAMELO FILHO; SOARES, 2012). O corpo estriado € uma estrutura cujos
estimulos com valores afetivos e emocionais interagem com areas motoras (PENNARTZ,
1994). O corpo estriado é considerado importante area de producdo de respostas emocionais,
contudo mudangas no seu contetdo monoaminérgico podem implicar em varias desordens
cerebrais, incluindo a ansiedade (SESACK, 1992; ESPERIDAO-ANTONIO, 20008).

1.5 DETECCAO DE DANO NEURONAL

A deteccdo de neurbnios em degeneracdo é um passo importante para a compreensao
dos fendmenos associados aos insultos mecanicos ou provenientes de diversos tipos de
eventos patologicos tais como isquemia, hipoglicemia e status epilepticus (NASCIMENTO et
al., 2012).

A violeta de cresila € um corante basico utilizado para evidenciar o citoplasma e o
nucléolo de neurdnios (SANTOS, 1995; ONISH, 1999). O reticulo endoplasmatico rugoso é
muito abundante nas células nervosas e forma agregados de cisternas paralelas, entre as quais
ocorrem numerosos polirribossomas livres. Esses conjuntos de cisternas e ribossomas, quando
corados pelo violeta de cresila, apresentam-se ao microscopio éptico como manchas basofilas
espalhadas pelo citoplasma, os corpusculos de Nissl (JUNQUEIRA, CARNEIRO, 1995a). Os
nucléolos sdo estruturas basofilas, localizadas no interior do ndcleo celular, constituidas por
cromatina e grandes quantidades de RNA, nas quais ocorrem a sintese de RNAr e a formacéo
dos ribossomas. Os nucleos contém um ou mais nucléolos que podem ter tamanhos variaveis
(DE ROBERTIS, DE ROBERTIS JUNIOR, 1993; JUNQUEIRA, CARNEIRO, 1995b).
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1.6 PLANTAS MEDICINAIS

O Brasil possui a maior diversidade de plantas do mundo, estimando-se ser possuidor
de cerca de 20% do numero total de espécies vegetais do planeta (LIMA et al., 2010). A rica
diversidade ética e cultural que detém um valioso conhecimento tradicional em relacdo ao uso
de plantas medicinais, tem na atualidade valor econdémico-estratégico inestimavel em varias
atividades, mas é no desenvolvimento de novos medicamentos onde reside uma das maiores
potencialidades. Os produtos naturais tém sido alvo de muitas pesquisas e demonstrado uma

enorme fonte para a obtencao de compostos de interesse farmacolégico (HONG, 2011).

H& um crescente interesse da comunidade cientifica em elucidar os mecanismos
responsaveis pelos efeitos de plantas medicinais, tdo utilizadas empiricamente, bem como de
seus constituintes quimicos, a fim de tornar o seu uso mais eficaz e livre de efeitos adversos
(Ql; WANG; YUAN, 2011).

No intuito de estabelecer as diretrizes para a atuacdo do governo na area de plantas
medicinais e fitoterdpicos, elaborou-se a Politica Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos, aprovada por meio de Decreto N° 5.813, de 22 de junho de 2006, que se
constitui parte essencial das politicas publicas de salde, meio ambiente, desenvolvimento
econdmico e social. Trata-se de um dos elementos fundamentais na implementacéo de acGes
capazes de promover melhorias na qualidade de vida da populacdo brasileira (MINISTERIO
DA SAUDE, 2006).

A procura por novos compostos de plantas com acdo no Sistema Nervoso Central
tem aumentado nas Gltimas décadas. Varias formulacdes com extratos de plantas usados como
ansioliticos, antidepressivos ou na melhoria da cogni¢cdo, como erva de Séo Jodo (Hypericum
perforatum), ginseng (Panax ginseng), kava (Piper methysticum), gingko (Ginko biloba),
valeriana (Valeriana officinalis) foram introduzidas na pratica médica, depois de estudos
comprovando sua eficécia e seguranca e, para 0s quais, ja existem numerosos ensaios clinicos
randomizados e controlados (LINDE et al., 2011).

Apesar dos avangos cientificos e do desenvolvimento constante de novos

tratamentos, um percentual significativo de pacientes sdo acometidos de epilepsia de dificil
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controle (ASCONAPE, 2010; HUNG; SHIH, 2011). Uma expressiva quantidade de pesquisas
visa descobrir estratégias farmacoldgicas antiepilépticas por meio de novos compostos
eficazes para esses casos ou de compostos com menor toxicidade para aquelas ja tratadas pelo
arsenal terapéutico atualmente disponivel (RATHOR et al., 2013; KHAN et al., 2013;
MANTE et al., 2013; AKINDELE et al., 2013; BAKRE et al., 2013; HOLZMANN et al.,
2013; CHINDO et al., 2014; GU et al., 2014)

1.6.1 Cumarinas

As cumarinas sdo amplamente distribuidas nos vegetais, normalmente encontradas
nas raizes, frutos e semente, e freqlientemente como misturas. Representada pela cumarina
(1,2-benzopirona), cujo nome teve origem no vernaculo caribenho cumaru, nome popular da

planta Amburana cearensis, de onde foi extraida, em 1820.

Excetuando-se a 1,2-benzopirona, todas as cumarinas sao substituidas por um grupo
hidroxila na posicdo 7. A 7-hidroxi-cumarina, também conhecida como umbeliferona, é a

precursora das cumarinas di e tri hidroxiladas (Figura 1).

A pesquisa sobre a atividade das cumarinas foi, em alguns casos, o0 ponto de partida
para a descoberta de novos medicamentos. O dicumarol, por exemplo, ainda hoje utilizado
como raticida devido sua atividade sobre a inibi¢do da coagulagdo do sangue, foi descoberto
durante a investigacdo sobre uma doenca hemorragica no gado alimentado com melioto
[Melilotus officinalis (L.) Pallas] (trevo-de-cheiro-amarelo) fermentado. Esta atividade guiou

a pesquisa que desenvolveu a varfarina, um anticoagulante oral (CAMPOS, CUNHA, 2005).

Muitas atividades farmacoldgicas sdo associadas as cumarinas, como anti-
inflamatdria (PAYA et al., 1992), antimicrobiana (MICHAELI et al., 1970; HIGGINS et al.,
1978), antitumoral (THORNES, SHEEHAN, 1983; GAWRON, GLOWNIAK, 1987;
MARSHALL et al.,, 1987), mas algumas exercem, tambem, efeito central, como as
diidropiranocumarinas, que exercem efeito neuroprotetor e furanocurarinas, que mostraram
possuir efeito antidepressivo (PEREIRA et al., 2009).
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FIGURA 1 Estrutura quimica da cumarina (A) e umbeliferona (B).

1.6.2 Familia Acanthaceae

As plantas da familia Acanthaceae tem distribuicdo pantropical, sendo bem
representadas no Brasil, apresentando o maior nimero de espécies na Mata Atlantica e nas
formacdes florestais mesoéfilas das regibes Sudeste e Centro-Oeste, ocorrendo também em

outras formacdes vegetais. Possuem cerca de 2.500 espécies subordinadas a 250 géneros.

Justicia € um género que compreende cerca de 600 espécies de subarbustos e
arbustos que podem ser cultivadas ou encontradas espontaneamente no México, Venezuela,
Trindad, Cuba, Jamaica, Oeste do Equador, e Norte e Nordeste do Brasil (OLIVEIRA,
ANDRADE, 2000).

1.6.3 Justicia pectoralis Jacq var. stenophylla Leonard

Justicia pectoralis Jacq. var. stenophylla Leonard é uma pequena erva sempre verde,
perene, suberecta, com até 40 cm de altura. Folhas simples, membranaceas, estreitas e longas,
medindo 3 a 10 cm de comprimento. Flores de coloracdo mariscada, muito pequenas. Fruto do
tipo capsula deiscente. Toda a planta desprende um forte cheiro caracteristico do cumaru
algum tempo depois de coletada. Multiplica-se facilmente por estacas ou pequenas porgoes
dos ramos ja enraizadas; cresce bem em canteiros formando conjuntos aglomerados

globoides, com até 40 cm de altura. Essa forma de crescimento serve para distinguir esta erva
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de outras que recebem 0 mesmo nome popular, mas que crescem como grama (SOUSA et al.,
1991). E distribuida em regides quentes e tmidas e conhecida popularmente como “son curia”
(Porto Rico), “sana herida” (Jamaica) ou “tilo, carpintero ou té criollo” (Cuba). Dentre os seus
varios epitetos, “chambd” ¢ o mais conhecido no nordeste brasileiro (RIZZINI, 1948;

CHAGNON et al., 1971; BARROS, 1992; OLIVEIRA et al, 2000) (Figura 2).

Fonte: http://picasaweb.google.com/Ih/photo/uz7CsamRRmMs4n8I0OVVHQYQ

FIGURA 2 - Justicia pectoralis Jacq. var stenophylla Leonard

O estudo quimico do extrato das partes aéreas da Justicia pectoralis Jacg. var
stenophylla Leonard revelou a presenca de varios constituintes, cujos principais sdo: 1,2-
benzopirona e umbeliferona nas folhas, e cumarinas nas folhas e caule (OLIVEIRA et al,
2000). A presenca de cumarinas € sugerida como a responsavel pelas atividades fitoterapicas
do chamba (MACRAE, TOWERS, 1984; MILLS et al., 1986; DE VRIES et al., 1988;
BARROS, 1992; LINO et al., 1997).

Justicia pectoralis foi descrita como tendo um largo nimero de acdes, como
exemplo, antiinflamatéria (MILLS et al., 1986; LINO et al., 1997), antimicrobiana
(CHARIANDY et al., 1999), broncodilatadora e expectorante (LEAL et al., 2000) e sedativa
(PARRA et al., 2001; MONTERO et al., 2008). Também se verificou a sua utilizacdo na
ansiedade, como tranqtiilizante (CHANFRAU et al., 2008; VENANCIO et al., 2014).
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2 RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

Sabe-se que a epilepsia, apesar dos avancos cientificos e do desenvolvimento de
novos tratamentos, ainda é cercada por muitos mitos e preconceitos. 1sso muitas vezes
acarreta comportamentos inadequados em relagdo aos portadores da doenca, culminando em
diminuicdo da qualidade de vida, exclusdo social, diminuicdo de oportunidades de emprego e
da escolaridade. As crises convulsivas, principalmente as de carater crdnico e repetitivo,
levam os pacientes acometidos a uma condi¢do associada com significativas consequéncias

psicossociais e o fator central e sua natureza estigmatizante. (FERREIRA, SILVA, 2009).

O uso de plantas medicinais no tratamento de diversas enfermidades tem sido
relatado desde os primérdios da humanidade. A utilizacdo das substancias isoladas de plantas
e de seus extratos vegetais como protdtipos para a obtencdo de farmacos, de adjuvantes, ou
ainda, de medicamentos fitoterapicos, tem despertado crescente interesse da inddstria
farmacéutica na producdo de agentes terapéuticos de origem natural para o tratamento de
varias enfermidades, inclusive desordens afetivas (SILVA et al., 2009; MELO et al., 2011;
RATHOR et al., 2013; CHINDO et al., 2014).

Foram descritas varias a¢6es do chamba, como anti-inflamatério (LINO et al., 1997),
antimicrobiana (CHARIANDY et al., 1999), broncodilatadora e expectorante (LEAL et al.,
2000). Apesar do uso popular, em Cuba, do chd das folhas do chambé para “acalmar os
nervos” ndo havia estudos relacionados a atividade no sistema nervoso central (CHANFRAU
et al., 2008). A avaliacdo de seus efeitos na ansiedade foi desenvolvida durante o mestrado e
apresentou efeito ansiolitico, provavelmente relacionado ao sistema
GABA/benzodiazepinico (VENANCIO et al., 2011). Considerando a participacio do
neurotransmissor GABA em processos convulsivos e que estes efeitos foram pouco
estudados, aliado ao fato de que pesquisas pré-clinicas sdo essenciais para o desenvolvimento
de novas terapias e para o estudo da neurobiologia dos transtornos mentais, a presente tese
intitulada “Avaliagdo do potencial anticonvulsivante do extrato padronizado de Justicia
pectoralis (Chamba): estudo de neuroprotegdo e mecanismo de agdo” pretendeu investigar o
chambé nos processos convulsivos de maneira a fornecer subsidios para seu possivel uso, a
posteriori, na epilepsia ou em processos relacionados a propagacdo e manutencdo de

convulsdes que tanto afligem a satde de animais humanos e ndo humanos.
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Para tanto, em um contexto experimental com animais, uma abordagem
comportamental, neuroquimica e histopatologica foi realizada para, a partir dos nossos
achados, avaliar e discutir a possibilidade de uso do chamba, na perspectiva de inovagéo e

desenvolvimento de farmacos a partir de plantas medicinais.
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3 OBJETIVOS GERAIS

Tendo como objetivo geral avaliar o potencial anticonvulsivante do extrato
padronizado de Justicia pectoralis (chambd), bem como mecanismo de acdo e neuroprotecao.

Para facilitar a leitura e compreenséo o estudo foi dividido em quatro capitulos:

Capitulo I:

Verificar a acdo anticonvulsivante do Chamba através de alteracdes comportamentais
dos animais, tratados de forma aguda, submetidos aos modelos de convulsdo induzida

por picrotoxina, estricnina, eletrochoque e pilocarpina;

Capitulo 11:

Analisar o efeito do pré-tratamento com Chambé sobre o estresse oxidativo neuronal
induzido pelos modelos de convulsdo por picrotoxina, estricnina, eletrochoque e
pilocarpina nas areas cerebrais, hipocampo, corpo estriado e medula (somente modelo
de estricnina);

Capitulo I11:

Descrever as alteracGes neuroquimicas produzidas em hipocampo apds pré-tratamento
com Chambd em modelo de convulsdo induzida por pilocarpina, através da
determinacdo dos niveis de aminoacidos GABA, glicina (GLI), taurina (TAU),
glutamato (GLU) e aspartato (ASP);

Capitulo 1V:
Avaliar a atividade neuroprotetora e, possiveis danos neuronais, através da analise
histopatoldgica de hipocampo de animais tratados por 7 dias com Chamba e

submetidos ao status epilepticus por pilocarpina.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAL BOTANICO

Partes aéreas de Justicia pectoralis foram coletadas do Horto de Plantas Medicinais
do Ndcleo de Fitoterapia (NUFITO), pertencente ao Nucleo de Assisténcia Farmacéutica
(NUASF) da Secretaria de Saude do Estado do Ceara (SESA). Exsicatas (nimero 16079) da
espécie estdo depositadas no Herbario Prisco Bezerra da Universidade Federal do Ceara. A
retirada do material foi feita manualmente, sendo, entdo, lavada em agua corrente, seguida de
agua destilada. Ap6s a procura de materiais estranhos, a matéria-prima vegetal foi posta para
secar no Laboratorio de Farmacognosia coordenado pela Profa. Dra. Luzia Kalyne de
Almeida Moreira Leal.

4.1.1 Extragéo da droga vegetal

O material vegetal fresco seco (50 g) foi adicionado a 750 mL de solugédo
hidroalcodlica (20% de etanol) e extraiu-se a temperatura ambiente por maceracdo durante
24h. O extrato foi, em seguida, filtrado e secado em spray-dryer (LAWES, Brasil) por meio
de método desenvolvido no Laboratério de Farmacognosia, sob a coordenacao da Profa. Dra.

Luzia Kalyne Almeida Moreira Leal.

4.1.2 Andlise Cromatografica

A amostra foi diluida em fase moével na proporc¢édo 1:5 e filtrada em unidade filtrante
0,45um (Millipore, EUA). Para o doseamento, empregou-se um sistema cromatografico
Alliance (Waters, EUA) acoplado a um detector de arranjo de diodos (CLAE — DAD), sob as
seguintes condicdes: coluna C18, fase movel (A: AcN/MeOH/THF; B: H2PO4/Et3N, pH 3),
eluicdo gradiente, fluxo 1,8mL/min e A=323nm (FONSECA et al., 2007).
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A quantificacdo dos dois principais constituintes (cumarina e umbeliferona) foi
realizada por meio de curvas de calibracdo obtidas por meio de injecdo de padréo externo. A
analise cromatografica foi realizada em triplicata. A analise cromatografica permitiu detectar
e quantificar a cumarina e umbeliferona. Em 100 mg do extrato seco padronizado de Chamba
contétm 0,402 e 1,834 mg dos principais constituintes, umbeliferona e cumarina,

respectivamente.

4.2 PRINCIPAIS MATERIAIS E DROGAS UTILIZADOS NOS EXPERIMENTOS

QUADRO 1 - Materiais utilizados

Material Marca/Modelo

- Balanga analitica Modelo H5, Mettler, Suica

- Balanca para animais Filizola, Brasil

- Banho Maria Modelo 102/1, FANEN, SP, Brasil

- Bomba para HPLC LC- 10AD Shimadzu Corp., Japan

- Centrifuga refrigerada (eppendorf) Marathon 26 KMR, Fisher Scientific

- Cubetas de plastico para leitura em | Sarstedt, Alemanha Oriental

espectofotdmetro

- Degaseificador DGU-2A Shimadzu Corp., Japan

- Detector eletroquimico L-ECD-6A, Shimadzu Corp., Japan

- Equipamento de Millipore para filtracdo a | Millipore Apparatus, Bedford, MA, USA

Vacuo

- Espectrofotdmetro Beckman DU 640B, Fullerton, CA, USA

- Estufa para secagem Modelo 315 SE FANEM, SP, Brasil

- Freezera—70°C ULT 2586-3D14, Revco Scientific, Inc.
Asheville, N.C., USA

- Homogeneizadores automaticos Shimadzu Corp., Japan

- Medidor de pH, modelo B374 Micronal, SP, Brasil

- Micropipetas H.E., Pedersen, Dinamarca

- Sonicador Modelo PT 10-35. Brinkmann Instruments

Inc. NY, USA




QUADRO 2 — Drogas utilizadas

Capitulo 1

Capitulo 2

Capitulo 3

Capitulo 4

Droga

Fenobarbital

Oxcarbazepina

Picrotoxina

Estricnina

Pilocarpina

Extrato padronizado Justicia

pectoralis

Fenobarbital

Oxcarbazepina

Pilocarpina

Extrato padronizado Justicia

pectoralis

Fenobarbital
Pilocarpina
Extrato padronizado Justicia

pectoralis

Fenobarbital

Pilocarpina

Xilazina

Ketamina

Metilescopolamina 0,01 %
Extrato padronizado Justicia

pectoralis

Dose/Concentracao
10 mg/Kg

60 mg/Kg

10 mg/Kg

3 mg/Kg

400 mg/Kg

25, 50 e 100 mg/Kg

10 mg/Kg
60 mg/Kg
400 mg/Kg
50 mg/Kg

10 mg/Kg
400 mg/Kg
50 mg/Kg

10 mg/Kg
200 mg/Kg
10 mg/Kg
90 mg/Kg
1 mg/Kg
50 mg/Kg

Via
V.0.
V.0.
1.p.
1.p.
i.p.
V.0.

V.0.
V.0.
I.p.

V.0.

V.0.
. p.
V.0.

V.0.
i.p.
i.m.
I.p.
s.C.

V.0.
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4.3 PREPARO DAS DROGAS

O extrato padronizado de Justicia pectoralis (chambd), contido em cépsula (100 mg)
foi diluido em &gua destilada, obtendo-se a concentracéo final de 2,5; 5 e 10 mg/mL para ser
administrado nas doses de 25, 50 e 100 mg/Kg, respectivamente, por via oral (v.0.). O grupo
controle recebeu veiculo (agua destilada)por via oral. As drogas utilizadas durante os
experimentos, tais como, Fenobarbital (10 mg/Kg) e Oxcarbazepina (60 mg/Kg) foram
dissolvidas em &gua destilada e administradas por via oral. Da mesma forma, Pilocarpina
(400 ou 200 mg/Kg), Picrotoxina (10 mg/Kg) e Estricnina (3 mg/Kg) foram dissolvidas em
agua destilada, mas administradas por via intraperitoneal (i.p.). Xilazina (10 mg/Kg) e
Cetamina (90 mg/Kg) foram administradas puras por via intramuscular (i.m.) e
intraperitoneal, respectivamente. O volume total de solugdo administrada, por via oral,

intraperitoneal e intramuscular foi de 10 mL/Kg.

4.4 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos albinos (Mus musculus) variedade Swiss, fémeas,
adultas, pesando entre 25 — 30 g, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do
Ceara (UFC) e mantidos no Biotério do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da UFC.
Os animais foram acondicionados (no maximo 30) em caixas de propileno em condicGes
ambientais semelhantes, sala com temperatura de 26 + 2°C, com ciclos claro/escuro alternado
de 12h (luzes acesas as 6h) recebendo racdo (Purina Chow) e dgua a vontade. Os animais
foram postos em jejum de solidos 4h antes da realizacdo de cada experimento em que a via
oral foi utilizada para a absorcéo das substancias.

Os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa
Animal (CEPA) da Universidade Federal do Ceard, sob o protocolo 05/13.
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4.4.1 Tratamento dos grupos experimentais

Para a realizacdo dos protocolos varios tratamentos foram utilizados, sendo detalhados

no capitulo correspondente.

4.5. ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica dos dados foi realizada através do software GraphPad Prism
versdo 5.0 para Windows, GraphPad Software, San Diego Califérnia EUA. Copyright © 1992
—2007.

Os resultados dos experimentos comportamentais foram analisados por Analise de
Variancia (ANOVA) seguido pelo teste de Student Newman-Keuls (post hoc), sendo 0s
valores representados pela Média £ Erro Padrdo da Média (EPM). Os demais resultados
foram por Anélise de Variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey (post hoc), sendo os
valores representados pela Média + Erro Padrdo da Média (EPM).

O critério de significancia utilizado foi p < 0,05. Os asteriscos (*p < 0,05; **p <
0,01; ***p < 0,001) caracterizam o grau de significancia, assim como os demais simbolos a e

b utilizados.
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5 CAPITULOS

CAPITULO I — Avaliagio da Atividade Anticonvulsivante

1 Introducéo

A pesquisa para a elucidagédo da epilepsia ainda ndo foi suficiente para descobrir 0
tratamento eficaz. As crises convulsivas continuam a ocorrer em até 33 % das pessoas com
epilepsia, apesar do tratamento (NELIGAN et al., 2011). O desenvolvimento de modelos
experimentais de epilepsia tem permitido o estudo da fisiopatologia desta doenca, bem como

0 desenvolvimento de novas drogas.

Denominamos modelo experimental de epilepsia a possibilidade de reproduzir, ou
modelar, caracteristicas da epilepsia da qual temos interesse de estudar. Vérias espécies de
roedores (ratos, camundongos, cobaia), insetos (mosca da fruta Drosophila), primatas (Papio,
macaco, saguis), aves (Gallus) ja foram empregadas em estudos para modelar a epilepsia. No
entanto, os mais utilizados sdo camundongos e ratos pelo baixo custo, praticidade de se criar
em laboratorio e pelo conhecimento adquirido quanto as bases neuroanatémicas,

neuroquimicas e comportamentais (LOSCHER et al., 2011).

Os modelos experimentais de epilepsia podem ser obtidos por meio de preparacdes
in vivo, quando o animal é submetido a um protocolo de inducdo de crises convulsivas por
agentes quimicos, fisicos (criogenia) ou elétricos, e é mantido vivo para acompanhamento da

epileptogénese, e in vitro, quando se empregam fatias de tecido ou cultura de células.

Diversos estudos tem sido realizados no mundo inteiro visando a descoberta de
novas alternativas terapéuticas para a epilepsia (HOLZMANN et al., 2011; RATHOR et al.,
2013; CHINDO et al., 2014; ), incluindo os estudos realizados por nosso grupo (SILVA et al.,
2009; AGUIAR et al., 2012).

Como referido anteriormente, o estudo quimico das partes aéreas da Justicia

pectoralis (chamba) revelou a presenca de varios constituintes, cujos principais séo: 1,2-
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benzopirona e umbeliferona nas folhas, e cumarinas nas folhas e caule (OLIVEIRA et al,
2000). A presenca de cumarinas é sugerida como a responsavel pelas atividades fitoterapicas
do chamba (MACRAE, TOWERS, 1984; MILLS et al., 1986; DE VRIES et al., 1988;
BARROS, 1992; LINO et al., 1997; PEREIRA et al., 2009). Foi sugerido que o chamba
apresenta efeito no SNC (PARRA et al., 2001; MONTERO et al., 2008; CHANFRAU et al.,
2008; VENANCIO et al, 2011). No entanto, estudos investigando as propriedades

farmacoterapéuticas do chamba em nivel de SNC sdo escassos na literatura.

Assim, no presente capitulo é abordada a investigacdo dos efeitos do Extrato

Padronizado de Justicia pectoralis (chamb&) em modelos experimentais de convulsao.
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2 Objetivos especificos

Verificar a a¢do anticonvulsivante do extrato de Justicia pectoralis por meio de
alteracbes comportamentais dos animais, tratados de forma aguda e submetidos aos
modelos de convulsdo induzida por:

- Picrotoxina: avaliacdo da participacdo da via gabaérgica;
- Estricnina: avaliacdo da participacdo da via glicinérgica;

- Eletrochoque: avaliacdo da participagéo dos canais de sddio e calcio;

- Pilocarpina: avaliacdo da participacdo da via colinérgica



53

3 Materiais e Métodos

3.1 Tratamentos dos grupos experimentais

Os animais foram divididos em grupos (n=10) e tratados, por via oral (v.0.), com:
- Controle (agua destilada);

- Extrato padronizado de Justicia pectoralis (chamba) 25, 50 ou 100 mg/Kg

- Fenobarbital 10 mg/Kg

- Oxcarbazepina 60 mg/Kg

As drogas foram administradas aos camundongos 60 min antes da inducdo da

convulséo.

3.2 Modelos comportamentais de convulsao

3.2.1 Convulséao induzida por Picrotoxina

Realizado de acordo com a metodologia descrita por Ojewole et al. (2008) com a
finalidade de analisar a atividade anticonvulsivante do extrato, utilizando-se, para isso, a
via GABAérgica. Uma hora ap6s o tratamento dos grupos controle (agua destilada),
chamba (25, 50 ou 100 mg/Kg) ou fenobarbital (10 mg/Kg), administrou-se, por via
intraperitoneal (i.p.), picrotoxina 10 mg/Kg (PICRO). Os animais foram acondicionados
em caixas individuais e observados por 30 minutos. Os parametros avaliados foram

laténcia da primeira convulséo e laténcia de morte.
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3.2.2 Convulséo induzida por Estricnina

Realizado de acordo com a metodologia descrita por Aprison et al. (1987) com a
finalidade de analisar a atividade anticonvulsivante do extrato, utilizando-se, para isso, a
via glicinérgica. Uma hora apos o tratamento dos grupos controle (4gua destilada), chamba
(25, 50 ou 100 mg/Kg) ou fenobarbital (10 mg/Kg), administrou-se, por via intraperitoneal
(i.p.), estricnina 3 mg/Kg (ESTRIC). Os animais foram acondicionados em caixas
individuais e observados por 20 minutos. Os parametros avaliados foram laténcia da

primeira convulsdo e laténcia de morte.

3.2.3 Convulséao induzida por Eletrochoque

De acordo com a metodologia descrita por Mares et al. (2005a) com a finalidade de
analisar a atividade anticonvulsivante do extrato, utilizando-se, para isso, a participacdo
dos canais de sédio e célcio. O aparelho de eletrochoque, de corrente constante, modelo
7801, da marca Ugo Basile, foi preparado com tempo de estimulo (0,2 s), intensidade da
corrente (13 mA), frequéncia (60Hz) e amplitude de pulso de 0,5 mS. Uma hora ap6s o
tratamento dos grupos controle (dgua destilada), chamba (25, 50 ou 100 mg/Kg) ou
oxcarbazepina (60 mg/Kg) os animais foram submetidos ao eletrochoque auricular
(ELETRO). Os parametros avaliados foram laténcia da primeira convulséo e duragdo da

convulsdo (calculado pelo tempo de flexdo e extensdo dos membros inferiores).

3.2.4 Convulséao induzida por Pilocarpina

Realizado de acordo com a metodologia descrita por Turski et al. (1983) com a
finalidade de analisar a atividade anticonvulsivante do extrato, utilizando-se, para isso, a
via colinérgica. Uma hora ap0s o tratamento dos grupos controle (agua destilada), chamba

(25, 50 ou 100 mg/Kg) ou fenobarbital (10 mg/Kg), administrou-se, por via intraperitoneal
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(i.p.), pilocarpina 400 mg/Kg (PILO). Os animais foram acondicionados em caixas
individuais e observados por 60 minutos. Os parametros avaliados foram laténcia da

primeira convulsdo e laténcia de morte.
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4  Resultados

4.1 Efeito do chamba sobre a avaliagdo comportamental de camundongos submetidos a

convulséo induzida por picrotoxina

Neste modelo foram avaliadas laténcia de primeira convulséo e laténcia de morte, em
segundos. Os animais tratados com chamba, por via oral, nas doses 50 e 100 mg/Kg
apresentaram um aumento da laténcia para primeira convulsdo [CH50: 492,7 + 12,41
(p<0,01); CH100: 500,5 + 21,47 (p<0,01)] quando comparados ao controle (412, 8 + 11,53),
enquanto a dose de 25 mg/Kg ndo causou nenhuma modificagdo [448,2 = 16,90 (p>0,05)].
Fenobarbital 10 mg/Kg, utilizado como padréo positivo, aumentou a laténcia para primeira
convulsdo [FENO: 665,0 + 42,86 (p<0,001)] em relacdo ao controle (412,8 + 11,53). (Figura
3A)

Com relacdo a laténcia de morte, observou-se um aumento, significativo, desse
parametro nos grupos tratados com chamba nas doses de 50 e 100 mg/Kg [CH50: 1138 +
56,06 (p<0,01); CH100: 1167 + 104,3 (p<0,01)] quando comparados ao controle (790,7 *
35,73), enquanto a dose de 25 mg/Kg ndo causou nenhuma modificacdo [856,6 + 43,61
(p>0,05)]. Fenobarbital 10 mg/Kg aumentou a laténcia de morte [FENO: 1604 + 139,8
(p<0,001)] em relacdo ao controle (790,7 £ 35,73). (Figura 3B)
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FIGURA 3 Efeito do chamba e fenobarbital sobre a laténcia para 1° convulsdo (A) e
laténcia para morte (B) de camundongos submetidos a convulsdo induzida por
picrotoxina (10 mg/Kg)

Controle (agua destilada, v.0.), chamba (25, 50 e 100 mg/Kg, v.0.) e fenobarbital (10 mg/Kg,
v.0.) foram administrados 60 min antes do tratamento com picrotoxina (10mg/Kg, i.p.). Os
valores representam a média + EPM (n = 10). Para analise estatistica foi utilizado ANOVA
seguido por Newman Keuls.Valores significativos comparados ao controle (**p<0,01;
***n<0,001). CTL: controle; CH: chamba; FENO: fenobarbital; PICRO: picrotoxina.
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4.2 Efeito do chambé sobre a avaliacdo comportamental de camundongos submetidos a

convulséo induzida por estricnina

Neste modelo foram avaliadas laténcia de primeira convulséo e laténcia de morte, em
segundos. Os animais tratados com chambd, por via oral, nas doses 25, 50 e 100 mg/Kg
apresentaram um aumento da laténcia para primeira convulsdo [CH25: 145,6 + 5,38 (p<0,05);
CH50: 158,3 £ 7,08 (p<0,01); CH100: 161,8 £ 9,57 (p<0,01)] quando comparados ao controle
(122,1 * 3,86). Fenobarbital 10 mg/Kg, utilizado como padrdo positivo, aumentou a laténcia
para primeira convulséo [FENO: 221,4 + 10,93 (p<0,001)] em relagdo ao controle (122,1 +
3,86). (Figura 4 A)

Com relagdo a laténcia de morte, observou-se um aumento, significativo, desse
pardmetro nos grupos tratados com chambé nas doses de 25, 50 e 100 mg/Kg [CH25: 179,1 +
9,39 (p<0,05); CH50: 178,8 + 7,01 (p<0,01); CH100: 189,1 + 7,75 (p<0,01)] quando
comparados ao controle (144 + 4,9). Fenobarbital 10 mg/Kg aumentou a laténcia de morte
[FENO: 233,5 + 11,9 (p<0,001)] em relagéo ao controle (144 + 4,9). (Figura 4B)



59

250+ *hk

5 a o
(2]
A

laténcia 1° convulsao
[4,]
o
1

o
1

CTL CH25 CHS50 CH100 FENO

ESTRIC

300+

laténcia morte

CTL CH25 CHS50 CH100 FENO

ESTRIC

FIGURA 4 Efeito do chamba e fenobarbital sobre a laténcia para 1° convulsao (A) e
laténcia para morte (B) de camundongos submetidos a convulsdo induzida por
estricnina (3 mg/Kg)

Controle (a4gua destilada, v.0.), chamba (25, 50 e 100 mg/Kg, v.0.) e fenobarbital (10 mg/Kg,
v.0.) foram administrados 60 min antes do tratamento com estricnina (3 mg/Kg, i.p.). Os
valores representam a média + EPM (n = 10). Para analise estatistica foi utilizado ANOVA
seguido por Newman Keuls. Valores significativos comparados ao controle (*p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001). CTL: controle; CH: chamba; FENO: fenobarbital; ESTRIC:
estricnina.
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4.3 Efeito do chamba sobre a avaliagdo comportamental de camundongos submetidos a

convulsdo induzida por eletrochoque

Neste modelo foram avaliadas laténcia de primeira convulsdo e duracdo da
convulsdo, em segundos. Os animais tratados com chamba, por via oral, nas doses 25, 50 e
100 mg/Kg apresentaram um aumento da laténcia para primeira convulsédo [CH25: 197,2
7,38 (p<0,05); CH50: 203,3 = 6,65 (p<0,05); CH100: 201 + 2,47 (p<0,05)] quando
comparados ao controle (161,4 + 3,16). Oxcarbazepina 60 mg/Kg, utilizado como padrédo
positivo, aumentou a laténcia para primeira convulsdo [OX: 308,3 + 17,14 (p<0,001)] em
relagdo ao controle (161,4 = 3,16). (Figura 5 A)

Com relacdo a duracdo da convulsao, observou-se uma reducéo, significativa, desse
parametro nos grupos tratados com chamba nas doses de 25, 50 e 100 mg/Kg [CH25: 1632 +
69,53 (p< 0,01); CH50: 1604 + 89,21 (p<0,01); CH100: 1582 + 42,71 (p< 0,01)] quando
comparados ao controle (1918 * 63,06). Oxcarbazepina 60 mg/Kg reduziu a duracdo da
convulsdo [OX: 1257 + 52,07 (p<0,001)] em relacdo ao controle (1918 + 63,06). (Figura 5 B)
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FIGURA 5 Efeito do chambé e fenobarbital sobre a laténcia para 1° convulsdo (A) e
laténcia para morte (B) de camundongos submetidos a convulsdo induzida por
eletrochoque

Controle (agua destilada, v.0.), chamba (25, 50 e 100 mg/Kg, v.0.) e oxcarbazepina (60
mg/Kg) foram administrados 60 min antes do tratamento com eletrochoque. Os valores
representam a média + EPM (n = 10). Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido
por Newman Keuls. Valores significativos comparados ao controle (*p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001). CTL: controle; CH: chambé; OX: Oxcarbazepina; ELETRO: eletrochoque.
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4.4 Efeito do chamba sobre a avaliagdo comportamental de camundongos submetidos a

convulséo induzida por pilocarpina

Neste modelo foram avaliadas laténcia de primeira convulséo e laténcia de morte, em
segundos. Os animais tratados com chambd, por via oral, nas doses 25, 50 e 100 mg/Kg
apresentaram um aumento da laténcia para primeira convulsdo [CH25: 539,8 + 21,49
(p<0,01); CH50: 596,7 + 15,74 (p<0,001); CH100: 596 + 21,25 (p<0,001)] quando
comparados ao controle (440,4 + 18,12). Fenobarbital 10 mg/Kg, utilizado como padréo
positivo, aumentou a laténcia para primeira convulsdo [FENO: 799,3 + 52,66 (p<0,001)] em
relacdo ao controle (440,4 + 18,12). (Figura 6 A)

Com relacdo a laténcia de morte, observou-se um aumento, significativo, desse
parametro nos grupos tratados com chamba nas doses de 25, 50 e 100 mg/Kg [CH25:786,6 £
28,80 (p<0,001); CH50: 827,4 + 26,31 (p<0,001); CH100: 885,3 + 15,05 (p<0,001) quando
comparados ao controle (616,1 £ 27,79). Fenobarbital 10 mg/Kg aumentou a laténcia de
morte [FENO: 922 + 58,95 (p<0,001)] em relacdo ao controle (616,1 + 27,79). (Figura 6 B)
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FIGURA 6 Efeito do chamba e fenobarbital sobre a laténcia para 1° convulsao (A) e
laténcia para morte (B) de camundongos submetidos a convulsdo induzida por
pilocarpina

Controle (agua destilada, v.0.), chamba (25, 50 e 100 mg/Kg, v.0.) e fenobarbital (10 mg/Kg)
foram administrados 60 min antes do tratamento com pilocarpina (400 mg/Kg, i.p.). Os
valores representam a média + EPM (n = 10). Para analise estatistica foi utilizado ANOVA
seguido por Newman Keuls. Valores significativos comparados ao controle (**p<0,01;
***p<0,001). CTL: controle; CH: chamb4; FENO: fenobarbital; PILO: pilocarpina
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5 Discussao

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS, 2011), a epilepsia € uma das mais
comuns doencas neuroldgicas graves, afetando mais de 50 milhGes de pessoas em todo o
mundo. As convulsdes sdo causadas por subitas, excessivas e recorrentes descargas elétricas a
partir de células do cérebro (RODRIGUES et al., 2012). Como convulsdes sdo 0s principais
sintomas da epilepsia, anticonvulsivantes sdo utilizados clinicamente no tratamento de crises
epilépticas (MACKEY, 2010).

Por séculos as plantas foram a unica fonte de agentes terapéuticos. No inicio do
século XIX, com o desenvolvimento da quimica farmacéutica, as plantas representaram a
fonte principal de substancias para o desenvolvimento de medicamentos. O Brasil possui uma
das mais ricas biodiversidades do planeta, com milhares de espécies em sua flora, dentre elas
Justicia pectoralis, conhecida, popularmente no nordeste brasileiro, como chamba. Como
mencionado anteriormente, o chamba possui vérias atividades, como anti-inflamatéria
(MILLS et al., 1986; LINO et al., 1997), antimicrobiana (CHARIANDY et al., 1999),
broncodilatadora e expectorante (LEAL et al., 2000) e ansiolitica (VENANCIO et al., 2011).
Neste caso, o conhecimento cientifico associado ao conhecimento popular torna o presente
estudo valido, visto que a literatura disponivel ainda ndo oferece informacdes suficientes

sobre os efeitos da Justicia pectoralis (Chamba) sobre o Sistema Nervoso Central.

Considerando que o tratamento da epilepsia com as drogas atuais possam controlar
ou reduzir o ataque epiléptico, em certa medida, ainda um grande nimero de pacientes sofrem
de efeitos secundarios destes farmacos antiepilépticos (LOSCHER e LEPPIK, 2006), o
presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito anticonvulsivante do chamba,

procurando identificar os possiveis mecanismos de acao.

Neste estudo, os efeitos do extrato padronizado de Justicia petoralis (chamba) foram
observados em varios modelos animais de convulsdo, como picrotoxina, estricnina,
eletrochoque e pilocarpina, para avaliar a participagdo do extrato nas vias gabaérgica,
glicinérgica, canais de sddio e calcio e via colinérgica, respectivamente. Esses modelos sdo

classicos para a avaliacdo da atividade anticonvulsivante de substancias onde sdo observadas
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prevencéo da convulsdo e mortalidade; reducdo na duracdo da convulsdo, aumento no tempo

de morte ou reducgéo na percentagem de mortalidade nas convulsoes.

Nos modelos animais de convulsdo induzida por picrotoxina, estricnina e
pilocarpina, o efeito do chamba foi comparado ao do Fenobarbital, droga antiepiléptica
padrdo que produz seus efeitos por intensificar a inibicdo mediada pelo neurotransmissor
GABA no cérebro (ROGAWASKI & PORTER, 1990; MACDONALD & KELLY, 1995). No
modelo de convulsdo por eletrochoque, o efeito do chambad foi comparado ao da
Oxcarbazepina, cujo mecanismo de acédo baseia-se, principalmente, no bloqueio de canais de
sodio voltagem-depedentes, resultando na estabilizacdo das membranas neurais
hiperexcitadas, inibicdo da descarga neuronal repetitiva e diminuicdo da propagacdo de
impulsos sinapticos. Adicionalmente, aumento na condutancia de potassio e modulacdo de
canais de calcio voltagem-dependentes ativados pode também contribuir para os efeitos

anticonvulsivantes.

As doses das drogas utilizadas neste capitulo foram determinadas apds amplo
levantamento bibliografico. Estas doses ndo séo equivalentes aquelas utilizadas por humanos,
visto que os camundongos tém taxa metabdlica diferente e, dessa forma, resultam em niveis
sanguineos da droga que no camundongo induzem altera¢cGes comportamentais. No modelo de
pilocarpina as alteracdes sdo sinais colinérgicos periféricos, movimentos estereotipados,
tremores, convulsdes que progridem para o estado epiléptico em 1 ou 2 horas e morte nos

animais.

Sabe-se que a atividade convulsiva estd associada a mudancas bioguimicas em
algumas éareas cerebrais e afeta diversos neurotransmissores, particularmente acido v-
aminobutirico (GABA), glutamato, glicina e acetilcolina (CAVALHEIRO et a, 1994,
GOTTESMANN, 2002; DOPP and PHILLIPS, 2008) e para a investigacdo de aspectos
relacionados as convulsdes, existem varios modelos experimentais em animais, que afetam

sistemas como: Gabaérgico, Glutamatérgico e vias da glicina.

O modelo de convulsdo por picrotoxina, antagonista GABA, tem sido amplamente
utilizado como um modelo induzido quimicamente, produzindo convulsées ténico-clénicas
generalizadas por bloquear os canais de cloreto do receptor GABA e que leva a morte na
maioria dos casos (SWINYARD,1969; HEIDARI et al., 1996; NICOLL, 2001; HEIDARI et
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al., 2006). O receptor GABAA medeia a maioria das neurotransmissdes inibitorias no SNC dos
mamiferos e, consequentemente, consiste em um alvo para as pesquisas sobre a fisiopatogenia
e terapéutica da epilepsia (GROVES et al., 2006).

Levando em consideracdo a grande aceitacdo o modelo de convulséo por picrotoxina
foi escolhio para avaliar a atividade anticonvulsivante do chamba e investigar se 0 mecanismo
de acdo esta relacionado com a via gabaérgica. Foram utilizadas doses de 25, 50 e 100 mg/Kg
do extrato, onde a dose de 25 mg/Kg nédo apresentou alteragdes com relacdo ao controle, mas
nas doses de 50 e 100 mg/Kg chambé apresentou aumento na laténcia para a 1° convulsdo e
aumento na laténcia para a morte, onde entende-se por laténcia o tempo decorrido entre a
administracdo da picrotoxina e os parametros observados (1° convulsdo e morte). Neste

modelo, o efeito do chambéa 50 e 100 mg/Kg foi semelhante ao do fenobarbital.

A reversdo dos ataques convulsivos induzidos pela administracdo de picrotoxina é
considerada um parametro eficaz no estudo de drogas da classe dos anticonvulsivantes que
atuam em mecanismos que envolvem o sistema GABAeérgico (VELISEK, 2006; SINGH et
al., 2010).

Esses resultados corroboraram com estudos anteriores realizados em nosso
laboratdrio no qual foi evidenciado que o chamba apresenta efeitos no sistema nervoso central
(SNC) como atividade ansiolitica em teste de labirinto em cruz elevada e box claro/escuro.
Tal efeito foi relacionado ao sistema GABAGérgico, em especifico, ao sitio de acédo
benzodiazepinico (BZP) pois ao utilizar o flumazenil, um antagonista dos receptores
GABAA/BZP, observou-se bloqueio do efeito ansiolitico do chambéa.(VENANCIO et al.,
2011).

A estricnina é um alcaloide natural obtido a partir das sementes secas de Strychnos
nux-vomica (TILLEY et al., 2003). Em relacdo a dose toxica, Nicholson (2004) cita doses de
0,25 mg/Kg a 2 mg/Kg como sendo letais para a maioria dos animais. A estricnina provoca
convulsdes blogueando, principalmente na coluna vertebral, a resposta inibitdria pos sinaptica
da glicina, que age atraves de um receptor semelhante a0 GABAA um canal de cloro
multimérico (VAN DEN EYNDEN, 2009), sendo assim, a estricnina atua na forma de um
antagonismo competitivo e reversivel (ANDRADE, 2003; TILLEY et al., 2003). Spinosa et

al. (2008) explica que a estricnina possui estrutura semelhante a glicina, por isso, resulta em
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sinais nervosos e, ainda na diminuicdo do efeito inibitério po6s-sindptico do arco reflexo,
causando uma excitacdo incontrolada do reflexo, causando uma excitagéo incontrolada do
reflexo espinhal (SORACI et al., 2000LANDRADE, 2003).

A investigacdo da participacdo da via da glicina no mecanismo de a¢do do chamba
foi realizado atraveés do modelo de convulsdo induzida por estricnina onde todas as doses
utilizadas (25, 50 e 100 mg/Kg) protegeram os animais e , significativamente, aumentaram 0s
parametros laténcia para 1° convulsdo e tempo de morte. Os efeitos do extrato contra as
convulsdes induzidas por estricnina sugerem um mecanismo adicional via glicinérgica nas
propriedades anticonvulsivantes do chambé. Neste modelo, o efeito do chambé foi semelhante

ao do fenobarbital.

Os canais i6nicos constituem um dos principais alvos para novas drogas
anticonvulsivantes (LOSCHER; SCHMIDT, 2006; HUNG; SHIH, 2011). Os canais i6nicos
sdo proteinas integrais da membrana (CATTERALL, 2010) e tém um papel muito importante
na geracdo de potenciais de acdo nas células excitaveis. A rapida despolarizacdo da membrana
neuronal presente amplamente e de forma desordenada nos processos convulsivos esta
intimamente relacionada com a participacdo dos canais de sodio ativados por voltagem
(LARGE et al., 2009). Mutacdes nesses canais estdo associadas ao desenvolvimento de alguns
tipos de epilepsia (MEISLER; KEARNEY, 2005; HAWKINS et al., 2011).

Outro método de triagem para drogas com potencial anticonvulsivante através do
envolvimento dos canais de s6dio € o modelo de convulsdo méaxima por eletrochoque ou
“grande mal”, no qual pulsos elétricos aplicados repetidamente sdo capazes de estimular o
SNC e produzir convulsdes ténico-clonicas, caracterizadas pela extensdo ténica dos membros
posteriores (SWINYARD; KUPFERBERG, 1985; BARROS; LEITE, 1986; FAINGOLD;
FROMM, 1991). A capacidade de um farmaco administrado previamente em inibir a
propagacao deste estimulo, aumentando a laténcia, diminuindo a duracdo do ataque ou mesmo
impedindo a sua ocorréncia é considerada uma indicacdo de atividade anticonvulsivante
(YA’U et al.,2008; LUSZCZKI ET AL., 2010).

A alteracdo comportamental observada apds a administracdo aguda e oral do extrato
padronizado de Justicia pectoralis no modelo de convulsdo induzida por eletrochoque

mostrou que o chamb@, nas doses de 50 e 100 mg/Kg aumentou, significativamente, a laténcia
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para a 1° convulsédo. Sobre o pardmetro duracdo de convulsdo observou-se que todas as doses
de chambé foram eficazes e, dessa forma, reduziram o tempo de convulsdo. Esses resultados
evidenciaram que o extrato apresenta um perfil semelhante as drogas anticonvulsivantes
utilizadas para o tratamento do grande mal epiléptico, j& que promoveu protecdo das
convulsdes induzidas pelo eletrochoque auricular nos parametros descritos em comparagéo

com os animais tratados apenas com agua destilada.

Neste modelo o efeito do chamba foi comparado ao da Oxcarbazepina, droga
antiepiléptica que produz seus efeitos por blogueio de canais de sodio voltagem-dependentes
e modulacédo de canais de calcio voltagem-dependentes. Pode-se sugerir, portanto que o efeito
anticonvulsivante do chamba também se deve a mecanismos cujas acdes diferenciam-se em
parte do mecanismo dos compostos benzodiazepinicos, talvez com a participacdo de outros

mecanismos subjacentes.

Dentre as drogas antiepilépticas disponiveis atualmente, podemos citar a
carbamazepina, fenitoina, valproato, fenobarbital e lamotrigina, como alguns exemplos de
farmacos que séo clinicamente eficazes no controle de crises generalizadas tonico-clonicas e
crises parciais (RHO, SANKAR, 1999; LUSZCZKI, et al., 2009). A maioria dessas exerce
sua acdo atuando, possivelmente, pelo bloqueio de canais de sédio dependentes de voltagem
(HUNG, SHIH, 2011).

A investigacdo da participacdo da via colinérgica na atividade anticonvulsivante do
chamba foi realizada através do modelo de inducgdo por pilocarpina, um agonista muscarinico,
qgue em doses elevadas (400 mg/Kg) induz processo  convulsivo com alteracGes
comportamentais e eletroencefalograficas, além de lesdo cerebral (FREITAS et al., 2006b;
YANG et al., 2012).

A ativacdo colinérgica é essencial para o inicio do processo convulsivo em modelos
de epilepsia do lobo temporal, visto que estas convulsdes podem ser bloqueadas pelo pré-
tratamento com o antagonista muscarinico atropina (MARINHO et al., 1998; DE BRUIN et
al., 2000). Este modelo é extensamente utilizado desde a década de 80 e replica caracteristicas

fenomenoldgicas das epilepsias humanas do lobo temporal.
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A pilocarpina é o principal alcaloide isolado das folhas dos arbustos Pilocarpus
microphyllus stapf, Familia Rutaceae. Andlises comportamentais e eletroencefalogréaficas
demonstraram que a administracdo sistémica de pilocarpina em roedores induz convulsdes
com foco de inicio no sistema limbico, principalmente no hipocampo (TURSKI et al., 1983).
Essa atividade convulsiva torna-se secundariamente generalizada, sugerindo que este modelo
mimetiza diversos aspectos das convulsdes parciais complexas com generalizacdo secundaria
em humanos e, dessa forma, constitui-se um modelo de epilepsia do lobo temporal (ONLEY
etal., 1986; PERSINGER et al., 2004; VIANNA et al., 2005).

A epilepsia do lobo temporal é uma desordem crénica, frequentemente associada a
um estimulo inicial precipitante como estado epiléptico, trauma e convulsdes febris
prolongadas (ENGEL; PEDLEY, 1997). Imediatamente ap0s a administracdo de pilocarpina,
0s camundongos podem apresentar persistentes mudangas comportamentais, incluindo
piloerecdo, cromodacriorréia, acinesia inicial, ataxia, tremores, automatismos mastigatorios
como mioclonia dos musculos faciais que persistem de 10 a 15 minutos (TURSKI et al.,
1983a).

Essas alteracbes comportamentais prosseguem para convulsdes motoras limbicas
incluindo movimentos tonicos das extremidades superiores que ocorrem em aproximadamente
30 minutos apos a administracdo da pilocarpina e ainda pode desenvolver estado epiléptico de
longa duracdo no animal (SEGARRA et al., 2002; FREITAS et al.; 2004a; SZYNDLER et
al., 2005)

A alteracdo comportamental observada ap6s a administracdo aguda e oral do extrato
no modelo de convulsdo induzida por pilocarpina mostrou que o chamba, em todas as doses
utilizadas (25, 50 e 100 mg/Kg) aumentou, significativamente, a laténcia para a 1° convulsao,
bem como o tempo de morte. Os efeitos do extrato contra as convulsdes induzidas por
pilocarpina sugerem um mecanismo adicional via colinérgica nas propriedades
anticonvulsivantes do chamba. Neste modelo, o efeito do chamba foi semelhante ao do

fenobarbital.

O modelo de pilocarpina apresenta relevancia preditiva em relacdo aos testes de
compostos com potencial atividade clinica (BARROS et al., 2007; MILITAO; FERREIRA;
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FREITAS, 2010). Além disso, 0 modelo de pilocarpina é assumido para identificar a eficécia

de compostos anticonvulsivantes (PATEL, 2004).

O estudo quimico do extrato das partes aéreas da Justicia pectoralis Jacq. Var.
stenophylla Leonard revelou a presenca de varios constituintes cujos principais umbeliferona
e cuamrina (OLIVEIRA et al, 2000). A presenca de cumarinas é sugerida como a responsavel
pelas atividades fitoterapicas do chamba (MACRAE; TOWERS, 1984; MILLS; PASCOE;
CHAMBERS, 1986; DE VRIES; TAUSCHER; JOSHI, 1988; BARROS, 1992; LINO ET
AL., 1997).

Varios trabalhos vém demonstrando os efeitos da cumarina sobre o sistema nervoso
central. De acordo com Ariza et al. (2007), a cumarina aumentou, significativamente, embora
em menor grau que o diazepam (0,5 mg/Kg, ip), o tempo de sono induzido por pentobarbital
(40 mg/Kg, ip); o diazepam também reduziu o periodo de laténcia. No sono induzido por
éter, tanto a cumarina como o diazepam aumentaram, significativamente, o periodo de sono.
A cumarina também produziu resultados protetores no teste de convulsdo por eletrochoque,
pentilenotetrazol e estricnina (AMIN et al., 2008; ARIZA et al., 2007, BHAT et al., 2011).

Estudos de nosso grupo demonstraram que a cumarina aumentou 0s niveis de
aminoéacidos inibitérios no SNC, pois aumentou os niveis de GABA, glicina e taurina em
camundongos tratados, por via intraperitoneal, nas doses de 20 e 40 mg/Kg (PEREIRA et al.,
2009). Venancio et al. (2011) demonstraram que o extrato padronizado de chambé possui
atividade ansiolitica relacionada com a via GABAGérgica e, nas doses utilizadas, ndo interferiu

com a atividade locomotora, tempo de sono e convulsao induzida por pentilenotetrazol.

Nossos dados nos permitem sugerir que 0 mecanismo anticonvulsivante do extrato
padronizado de chamba pode envolver uma interacdo com o0s sistemas gabaérgico,

glicinérgico, colinérgico e canais de sodio e calcio.
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CAPITULO 11 - Avaliagdo da Atividade Antioxidante

1 Introducéo

Nas ultimas décadas, inUmeras pesquisas foram realizadas como objetivo de se
esclarecer o papel das espécies reativas de O, e N em processos fisiopatologicos como
envelhecimento, cancer, aterosclerose, inflamagéo e doencas neuropsiquiatricas (FERREIRA,;
MATSUBARA, 1997; FATTAL et al., 2006). O cérebro esta entre os 6rgaos mais vulneraveis
devido ao seu elevado consumo de oxigénio e porque seus lipidios de membranas sdo
altamente oxidaveis (GUPTA, 2004).

A producdo de agentes oxidantes possui um papel na regulacdo da funcéo bioldgica,
no dano as estruturas celulares, bem como na patogénese de doencas do sistema nervoso
central, tais como doenca de Parkinson, deméncias e epilepsia (KONG et al., 2010;
MALINSKA et al., 2010).

Estresse oxidativo e nitrosativo sdo considerados possiveis mecanismos na
patogénese da epilepsia (CHANG et al., 2010). Estudos demonstram que o estado de mal
epiléptico modifica o potencial redox e diminui o nivel de ATP, o que pode levar a um
colapso da producdo e oferta energética cerebral (WASTERLAIN et al., 1993). Liang e Patel
(2006) demonstraram danos oxidativos a alvos suscetiveis (proteina, lipidios e DNA)
causados por convulsdes persistentes (estado de mal epiléptico). Véarios estudos (modelos
animais e estudos genéticos) demonstraram um aumento no estresse oxidativo e nitrosativo
mitocondrial e subsequente dano celular apds convulsdes persistentes (BRUCE et al., 1995;
GLUCK et al., 2000; LIANG et al., 2000; COCK et al., 2002; LIANG et al., 2006;
WALDBAUM et al., 2010; CHUANG et al., 2010).

Vérios estudos ja comprovaram que 0s agentes oxidantes podem ser causa ou
consequéncia de doengas humanas associadas ao estresse oxidativo. Por isso, antioxidantes
naturais ou sintéticos tém sido recomendados para o alivio dos sinais e sintomas destas
doencas e, até mesmo, para bloguear sua evolu¢cdo (NAKAMURA,; LIPTON, 2009).
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Para contrabalancear esses danos, existem véarios mecanismos de defesa
antioxidantes no cérebro que neutralizam os efeitos danosos das espécies reativas de
nitrogénio e oxigénio. Contudo, a perda da eficiéncia dos mecanismos de defesa antioxidante
resulta no aumento da formacdo de agentes oxidantes (KIM, KIM; 2010). Além disso, as
espécies reativas podem induzir dano neuronal via deplecdo dos sistemas antioxidantes ndo-

enzimatico e enzimatico no cérebro (LESGARDS et al.; 2011).

Assim, no presente capitulo é abordada a investigacdo dos efeitos antioxidantes

Extrato Padronizado de Justicia pectoralis (chambd) em modelos experimentais de convuls&o.
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2 Objetivos especificos

Analisar o efeito do pré-tratamento com extrato padronizado de Justicia pectoralis
sobre o estresse oxidativo neuronal induzido por modelos de convulsdo (picrotoxina,
estricnina, eletrochoque e pilocarpina) nas areas cerebrais hipocampo, corpo estriado e
medula (somente modelo de estricnina), por meio da:

- Determinacdo da taxa de peroxidacéo lipidica (TBARS);

- Producéo de nitrito-nitrato;

- Verificacdo da atividade da enzima antioxidante catalase
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3 Materiais e Métodos

3.1 Testes Neuroquimicos

Os testes neuroquimicos foram realizados em animais divididos em 4 grupos (n=10),
tratados, por via oral, com chamba (50 mg/Kg), dgua destilada (controle), fenobarbital (10
mg/Kg) ou oxcarbazepina (60 mg/Kg). Logo apds os experimentos de inducdo da convulsao,
descrito anteriormente no Capitulo 1, os animais mortos foram decapitados e seus cérebros
removidos. Os animais que sobreviveram foram sacrificados por rapida decapitacdo apos o
periodo de tempo determinado pelo modelo de convulsdo. As regides cerebrais hipocampo
(HC), corpo estriado (CE) foram dissecadas. No modelo de estricnina foi dissecado, também,
a medula espinhal. As areas foram congeladas e armazenadas a — 70° e, em seguida, foram
preparados homogenatos a 10% em solucdo de fosfato de so6dio 150 mM pH 7,4 e

centrifugados a 10000 rpm por 10 minutos a 4°.

3.1.1 Determinacdo da peroxidacdo lipidica através da producdo de substancias &cidas reativas
ao &cido tiobarbiturico (TBARS)

O grau de lipoperoxidacdo foi medido através da determinacdo da concentracdo de
malonildialdeido, conforme o método de Huang et al (1998). A peroxidacao lipidica é uma
das mais importantes expressdes organicas do estresse oxidativo induzido pela reatividade
de radicais livres do oxigénio. O método mais empregado para a determinacdo do
malonildialdeido (MDA) em amostras bioldgicas é baseado na sua reacdo com o acido
tiobarbiturico (TBA). Nesta reacdo, duas moléculas de TBA reagem estequiometricamente
com uma molécula de MDA para formar uma solucdo de cor rosa, que tem absorbancia
méaxima em pH &cido em 532 a 535 nm. O coeficiente de extingdo desde croméforo em um
comprimento de onda de 535 nm e pH 1,0 é de 1,56 x 10° M™.
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- Procedimento Experimental

Foi preparado o homogenato das areas cerebrais a 10% em solucéo de fosfato de sodio
150 Mm, 63uL do homogenato foi adicionado a 100 pL de acido perclorico 35% em tubos
eppendorf, sendo estas centrifugadas (10000 rpm/ 10 min/ 4°C), no qual 150 pL do
sobrenadante foram recuperados e adicionados 50 uL de &cido tiobarbitirico 1,2%.Em
seguida, foram aquecidas em banho-maria a 95°C por 30 minutos. Adicionou-se 150 uL da
mistura em pocos de placa de ELISA e, posteriormente, feita a leitura a 535nm. Os resultados

foram expressos em micromol de malonildialdeido (MDA) por g de tecido.

- Curva-padréo de malonildialdeido

A partir da solucéo padrdo de MDA, foram preparadas as solugdes 0,627 pumol;
1,247 pmol; 2,463 pumol; 4,8 umol; 9,16 pmol e 16,77 umol. O branco foi feito com &gua
destilada. A leitura da absorbancia foi feita a 520 e 535 nm, o valor utilizado foi a subtracdo

da leitura em 535 da leitura em 520, para determinacdo da equacédo da curva-padrdo de MDA.

- Solucgdes reagentes:
Foram utilizadas as seguintes solucGes reagentes:

- Tampéao fosfato
Fosfato de sédio monobasico (1,66 g) e fosfato de sddio dibasico (4,69 Q)

diluidos em 300 mL de &gua destilada. O pH foi ajustado para 7,4.

- Solucdo de acido tiobarbiturico (TBA)

TBA (Sigma, St, Louis, MO, EUA) 50 mg em 50 mL de 4gua destilada

3.1.2 Determinacéo da producdo de nitrito-nitrato

Baseado na utilizacdo do reagente de Griess que mostra a presenca de nitrito na
amostra por uma reacao de diazotizercdo que forma um cromoforo de cor rosa (GREEN et al.,
1981).
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- Procedimento Experimental

Foram preparados homogenatos da area cerebral a 10% em tampéo fosfato de sddio.
Apos a centrifugacdo (10000 rpm/10min/4°C), os sobrenadantes foram coletados e a producéo
de NO determinada através da reacdo de Griess. Uma aliquota de 50 puL do sobrenadante foi
incubada com 50 pL do reagente de Griess [acido fosforico 5%, N-1-naftilenodiamina
(NEED) 0,1%, sulfanilamida 1% em acido fosférico 5% e agua destilada (1:1:1:1)] a
temperatura ambiente por 10 minutos. A absorbéncia foi medida em espectrofotometro a 550
nm. Os resultados foram expressos em pM/g de tecido.

- Solucdes reagentes

Foram utilizadas as seguintes solucGes reagentes:

- Acido fosférico 5%
5 mL de acido em baldo volumétrico de 100 mL e dissolvido, lentamente, em

agua destilada.

- Sulfonilamida 1 % em &cido fosforico

Sulfonilamida (0,1 g) e dissolvido em acido fosférico 5 % (10 mL)

-NEED 0,1 %
N-1-naftilenodiamina (10 mg) dissolvido em 10 mL de &gua destilada

(Preparado no dia)

- Curva padrao

Foi pesado 6,9 mg de NaNO, e dissolvido em 10 mL de &gua bidestilada (estoque-

10mM). Em seguida foram feitas as diluicdes em série (10 e 20x). Foi feita uma equacéo da
reta para o calculo das concentragdes do teste (GREEN et al., 1981).
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3.1.3 Determinacéo da atividade da catalase

A atividade da catalase tem como principio a medida da velocidade de producédo de
O, e H,O a proporcdo que a H,0,, utilizado como substrato é hidrolizado, de acordo com
Maehly e Chance (1954) e Chance e Maehly (1955).

A atividade da enzima é medida em 230 nm, através de um espectrofotdmetro
Beckman DU, pela leitura da variagdo da absorbéancia por minuto, durante 6 minutos e 0s

resultados expressos em pM/min/mg de proteina.

- Procedimento Experimental

Foi preparado o meio da reacdo com H,0O, (27 mL) mais Tampdo Tris HCI 1M,
EDTA 5 mM pH 8,0 (1,5 mL) e H,O Milli Q (1,2 mL). Em seguida foi colocado na cubeta de
quartzo 980 pL do meio de rea¢do mais 20 pL do homogenato a 10%. E feita a leitura durante
6 min a temperatura de 37°C em espectrofotdbmetro a 230nm. A concentragdo de proteina foi
determinada pelo método de Bradford (1976).

- Solucdes Reagentes
As seguintes solucdes reagentes foram utilizadas na técnica:

- Tampao Tris HCI 1M, EDTA 5 mM, pH 8,0
12,1 g de Trisma Base (1M) e 0,19 g de EDTA (5mM) (Sigma, St. Louis, MO, EUA)
e diluidos em 10 mL de &gua Milli Q. O pH foi ajustado com HCI 1M.

- H,0O, para o0 meio da reagao
27uL de H,0, 30% (Sigma, St.Louis, MO, EUA) diluidos em 27 mL de agua Milli Q.
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3.1.4 Dosagem de Proteinas

O meétodo é baseado na interacdo do corante Coomassie Blue G250 e
macromoléculas de proteinas que contém aminoacidos de cadeias laterais basicas ou
aromaticas. No pH de reacdo a interacdo entre a proteina de alto peso molecular e o corante
provoca o0 deslocamento do equilibrio do corante para a forma anibnica que absorve

fortemente em 595nm.

- Procedimento Experimental

Foram preparados homogenatos da &rea cerebral a 10% em tampdo fosfato de sodio.
Apds a centrifugagcdo (10000 rpm/10min/4°C), os sobrenadantes foram coletados e
adicionados aos pocos contendo 39 pL de tampdo fosfato de sodio (utilizado no preparo da
amostra). Em seguida, foram adicionados 200 pL da solucdo de Bradford (diluida 5 x). A
absorbancia foi medida, apés 5 minutos, em espectrofotdmetro a 595 nm (BRADFORD,
1976).

- Solucdes reagentes

Foram utilizadas as seguintes solucGes reagentes:

- Solucéo de Bradford (concentrada)
Sob agitacdo constante, misturou-se Coomassie (0,1 g) com etanol (50 mL), em
seguida adicionou-se 4acido orto-fosférico (100mL). Adicionou-se agua destilada até
completar 200 mL. Apds homogeneizado foi acondicionado em frasco &mbar.

-Solucéo de Bradford (diluida 5 x)
Em 1 mL da solugéo de Bradford e acrescentou-se 4 mL de agua destilada
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- Curva- padréao
Foram pesados 8 mg de albumina e diluido em 40 mL de agua destilada. Em seguida,
foi adicionado em pocos volumes crescentes de albumina associados com volumes

decrescentes de agua destilada, apresentado na tabela abaixo (GREEN et al., 1981).

QUADRO 3 — Distribuicdo de albumina e 4gua destilada para curva padrao de Bradford

uL de solugéo de uL de agua Concentracéo Final
albumina destilada (ng/mL)

Branco 0 40 0

1 2,5 37,5 12,5

2 5 35 25

3 10 30 50

4 20 20 100

5 40 0 200
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4 Resultados

4.1 Efeito do chamba sobre o estresse oxidativo em camundongos submetidos a

convulsdo induzida por picrotoxina

4.1.1 Efeito do chamba sobre a concentragdo de malondialdeido (MDA) em homogenatos

cerebrais de hipocampo e corpo estriado

Neste protocolo foi determinada a concentracdo de malondialdeido (MDA),
marcador de peroxidacdo lipidica, em animais tratados com chambé (50mg/Kg), fenobarbital

(10 mg/Kg) ou &gua destilada que foram submetidos a convulsédo por picrotoxina (10 mg/Kg).

HIPOCAMPO

Os animais tratados com chamba apresentaram reducdo da concentracdo de MDA
[CH50: 18,73 + 2,01 (p<0,001)] quando comparado ao controle (54,69 £ 5,16). Fenobarbital,
utilizado como padrdo positivo, reduziu a concentracdo de MDA [FENO: 17,79 + 2,28
(p<0,001)] em relacédo ao controle (54,69 £ 5,16). (Figura 7 A)

CORPO ESTRIADO

Os animais tratados com chamba apresentaram reducdo da concentracdo de MDA
[CH50: 25,81 + 2,38 (p<0,001)] quando comparado ao controle (80,30 + 10,46). Fenobarbital,
utilizado como padrdo positivo, reduziu a concentragdo de MDA [FENO: 29,65 + 5,92
(p<0,001)] em relacéo ao controle (80,30 £ 10,46). (Figura 7 B)
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FIGURA 7 Efeito do chamba e fenobarbital sobre a concentracdo de MDA em
hipocampo (A) e corpo estriado (B) de camundongos submetidos a convulsdo induzida
por picrotoxina

Controle (agua destilada, v.0.), chamba (50 mg/Kg, v.0.) e fenobarbital (10 mg/Kg) foram
administrados 60 min antes do tratamento com picrotoxina (10 mg/Kg, i.p.). Os valores
representam a média = EPM (n = 10). Para anélise estatistica foi utilizado ANOVA seguido
por Tukey. Valores significativos comparados ao controle (***p<0,001). CTL: controle; CH:
chamba; FENO: fenobarbital; PICRO: picrotoxina
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4.1.2 Efeito do chamba sobre a concentracdo de nitrito/nitrato em homogenatos cerebrais de
hipocampo e corpo estriado

Neste protocolo foi determinada a concentracéo de nitrito/nitrato em animais tratados
com chambé (50mg/Kg), fenobarbital (10 mg/Kg) ou agua destilada que foram submetidos a
convulsdo por picrotoxina (10 mg/Kg).

HIPOCAMPO

Os animais tratados com chamba apresentaram reducdo da concentracdo de
nitrito/nitrato [CH50: 1,43 + 0,01 (p<0,05)] quando comparado ao controle (2,59 + 0,46).
Fenobarbital, utilizado como padrdo positivo, reduziu a concentragcdo de nitrito/nitrato
[FENO: 1,01 £ 0,02 (p<0,01)] em relacéo ao controle (2,59 £ 0,46). (Figura 8 A)

CORPO ESTRIADO

Os animais tratados com chamba apresentaram reducdo da concentracdo de
nitrito/nitrato [CH50: 1,13 + 0,08 (p<0,01)] quando comparado ao controle (2,92 + 0,55).
Fenobarbital, utilizado como padrdo positivo, reduziu a concentragcdo de nitrito/nitrato
[FENO: 1,24 £ 0,11 (p<0,05)] em relacdo ao controle (2,92 £ 0,55). (Figura 8 B)
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FIGURA 8 Efeito do chamba e fenobarbital sobre a concentragdo de nitrito/nitrato em

hipocampo (A) e corpo estriado (B) de camundongos submetidos a convulsdo induzida
por picrotoxina

Controle (dgua destilada, v.0.), chamba (50 mg/Kg, v.0.) e fenobarbital (10 mg/Kg) foram
administrados 60 min antes do tratamento com picrotoxina (10 mg/Kg, i.p.). Os valores
representam a média = EPM (n = 10). Para anélise estatistica foi utilizado ANOVA seguido
por Tukey. Valores significativos comparados ao controle (*p<0,05; **p<0,01). CTL:
controle; CH: chamba; FENO: fenobarbital; PICRO: picrotoxina.
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4.1.3 Efeito do chamb& sobre a atividade da catalase em homogenatos cerebrais de

hipocampo e corpo estriado

Neste protocolo foi avaliada a atividade da catalase em animais tratados com chambé
(50mg/Kg), fenobarbital (10 mg/Kg) ou agua destilada que foram submetidos a convulsao por

picrotoxina (10 mg/Kg).

HIPOCAMPO

Os animais tratados com chambéa apresentaram aumento da atividade da catalase
[CH50: 4911 £ 505 (p<0,05)] quando comparado ao controle (3188 + 449,2). Fenobarbital,
utilizado como padrdo positivo, aumentou a atividade da catalase [FENO: 6198 + 80,52
(p<0,001)] em relacdo ao controle (3188 + 449,2). (Figura 9 A)

CORPO ESTRIADO

Os animais tratados com chambda apresentaram aumento da atividade da catalase
[CH50: 6311 + 182 (p<0,05)] quando comparado ao controle (4408 + 421,8). Fenobarbital,
utilizado como padrdo positivo, aumentou a atividade da catalase [FENO: 7032 + 771,3
(p<0,05)] em relagéo ao controle (4408 + 421,8). (Figura 9 B)
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FIGURA 9 Efeito do chamba e fenobarbital sobre a atividade da catalase em hipocampo
(A) e corpo estriado (B) de camundongos submetidos a convulsdo induzida por
picrotoxina

Controle (&gua destilada, v.0.), chamba (50 mg/Kg, v.0.) e fenobarbital (10 mg/Kg) foram
administrados 60 min antes do tratamento com picrotoxina (10 mg/Kg, i.p.). Os valores
representam a média + EPM (n = 10). Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido
por Tukey. Valores significativos comparados ao controle (*p<0,05; ***p<0,001). CTL:
controle; CH: chamba; FENO: fenobarbital; PICRO: picrotoxina
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4.2 Efeito do chamba sobre o estresse oxidativo em camundongos submetidos a

convulséo induzida por estricnina

4.2.1 Efeito do chamba sobre a concentracdo de malondialdeido (MDA) em homogenatos

cerebrais de hipocampo, corpo estriado e medula.

Neste protocolo foi determinada a concentracdo de malondialdeido (MDA),
marcador de peroxidacao lipidica, em animais tratados com chamba (50mg/Kg), fenobarbital

(10 mg/Kg) ou agua destilada que foram submetidos a convulsdo por estricnina (3 mg/Kg).

HIPOCAMPO

Os animais tratados com chamba apresentaram reducdo da concentracdo de MDA
[CH50: 6,50 + 1,33 (p<0,05)] quando comparado ao controle (11,11 + 0,88). Fenobarbital,
utilizado como padrdo positivo, reduziu a concentracdo de MDA [FENO: 7,07 = 0,97
(p<0,05)] em relagéo ao controle (11,11 + 0,88). (Figura 10)

CORPO ESTRIADO

Os animais tratados com chambéa apresentaram reducdo da concentracdo de MDA
[CH50: 9,94 + 0,80 (p<0,001)] quando comparado ao controle (52,63 £ 7,09). Fenobarbital,
utilizado como padrdo positivo, reduziu a concentracdo de MDA [FENO: 4,54 + 0,99
(p<0,001)] em relacéo ao controle (52,63 £+ 7,09). (Figura 11)

MEDULA

Os animais tratados com chamba apresentaram reducdo da concentracdo de MDA
[CH50: 8,07 + 1,15 (p<0,001)] quando comparado ao controle (62,01 £ 7,54). Fenobarbital,
utilizado como padrdo positivo, reduziu a concentracdo de MDA [FENO: 23,39 + 1,29
(p<0,001)] em relacédo ao controle (62,01 £+ 7,54). (Figura 12)
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FIGURA 10 Efeito do chambé e fenobarbital sobre a concentracdo de MDA em
hipocampo de camundongos submetidos a convulsao induzida por estricnina

Controle (dgua destilada, v.0.), chamba (50 mg/Kg, v.0.) e fenobarbital (10 mg/Kg) foram
administrados 60 min antes do tratamento com estricnina (3 mg/Kg, i.p.). Os valores
representam a média = EPM (n = 10). Para anélise estatistica foi utilizado ANOVA seguido
por Tukey. Valores significativos comparados ao controle (*p<0,05). CTL: controle; CH:
chambg; FENO: fenobarbital; ESTRIC: estricnina
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FIGURA 11 Efeito do chamba e fenobarbital sobre a concentracdo de MDA em corpo
estriado de camundongos submetidos a convulsdo induzida por estricnina

Controle (&gua destilada, v.0.), chamba (50 mg/Kg, v.0.) e fenobarbital (10 mg/Kg) foram
administrados 60 min antes do tratamento com estricnina (3 mg/Kg, i.p.). Os valores
representam a media + EPM (n = 10). Para andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguido
por Tukey. Valores significativos comparados ao controle (***p<0,001). CTL: controle; CH:
chambg; FENO: fenobarbital; ESTRIC: estricnina
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FIGURA 12 Efeito do chambé e fenobarbital sobre a concentracdo de MDA na medula
de camundongos submetidos a convulsdo induzida por estricnina

Controle (&gua destilada, v.0.), chamba (50 mg/Kg, v.0.) e fenobarbital (10 mg/Kg) foram
administrados 60 min antes do tratamento com estricnina (3 mg/Kg, i.p.). Os valores
representam a media + EPM (n = 10). Para andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguido
por Tukey. Valores significativos comparados ao controle (***p<0,001). CTL: controle; CH:
chambg; FENO: fenobarbital; ESTRIC: estricnina
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4.2.2 Efeito do chamba sobre a concentracdo de nitrito/nitrato em homogenatos cerebrais de
hipocampo, corpo estriado e medula

Neste protocolo foi determinada a concentracéo de nitrito/nitrato em animais tratados
com chambé (50mg/Kg), fenobarbital (10 mg/Kg) ou agua destilada que foram submetidos a
convulsdo por estricnina (3 mg/Kg).

HIPOCAMPO

Os animais tratados com chambé apresentaram reducdo da concentragdo de
nitrito/nitrato [CH50: 1,28 + 0,11 (p<0,01)] quando comparado ao controle (1,82 + 0,07).
Fenobarbital, utilizado como padrdo positivo, reduziu a concentracdo de nitrito/nitrato
[FENO: 0,97 £ 0,07 (p<0,001)] em relacéo ao controle (1,82 + 0,07). (Figura 13)

CORPO ESTRIADO

Os animais tratados com chamba apresentaram reducdo da concentragdo de
nitrito/nitrato [CH50: 0,98 + 0,03 (p<0,01)] quando comparado ao controle (1,32 + 0,07).
Fenobarbital, utilizado como padrdo positivo, reduziu a concentragcdo de nitrito/nitrato
[FENO: 0,98 £ 0,08 (p<0,01)] em relacéo ao controle (1,32 £ 0,07). (Figura 14)

MEDULA

Os animais tratados com chamba apresentaram reducdo da concentracdo de
nitrito/nitrato [CH50: 1,22 + 0,06 (p<0,001)] quando comparado ao controle (3,17 = 0,48).
Fenobarbital, utilizado como padrdo positivo, reduziu a concentragcdo de nitrito/nitrato
[FENO: 0,99 £ 0,06 (p<0,001)] em relacédo ao controle (3,17 + 0,48). (Figura 15)
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FIGURA 13 Efeito do chamba e fenobarbital sobre a concentracao de nitrito/nitrato em

hipocampo de camundongos submetidos a convulsdo induzida por estricnina

Controle (agua destilada, v.0.), chamba (50 mg/Kg, v.0.) e fenobarbital (10 mg/Kg) foram

administrados 60 min antes do tratamento com estricnina (3 mg/Kg, i.p.). Os valores

representam a média = EPM (n = 10). Para anélise estatistica foi utilizado ANOVA seguido

por Tukey. Valores significativos comparados ao controle (**p<0,01; ***p<0,001). CTL:

controle; CH: chamba; FENO: fenobarbital; ESTRIC: estricnina
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FIGURA 14 Efeito do chamba e fenobarbital sobre a concentracao de nitrito/nitrato em
corpo estriado de camundongos submetidos a convulséo induzida por estricnina
Controle (dgua destilada, v.0.), chamba (50 mg/Kg, v.0.) e fenobarbital (10 mg/Kg) foram
administrados 60 min antes do tratamento com estricnina (3 mg/Kg, i.p.). Os valores
representam a média = EPM (n = 10). Para anélise estatistica foi utilizado ANOVA seguido
por Tukey. Valores significativos comparados ao controle (**p<0,01). CTL: controle; CH:
chambd; FENO: fenobarbital; ESTRIC: estricnina
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FIGURA 15 Efeito do chambé e fenobarbital sobre a concentracdo de nitrito/nitrato na
medula de camundongos submetidos & convulséo induzida por estricnina

Controle (agua destilada, v.0.), chamba (50 mg/Kg, v.0.) e fenobarbital (10 mg/Kg) foram
administrados 60 min antes do tratamento com estricnina (3 mg/Kg, i.p.). Os valores
representam a média = EPM (n = 10). Para anélise estatistica foi utilizado ANOVA seguido
por Tukey. Valores significativos comparados ao controle (***p<0,001). CTL: controle; CH:
chambd; FENO: fenobarbital; ESTRIC: estricnina
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4.2.3 Efeito do chamba sobre a atividade da catalase em homogenatos cerebrais de
hipocampo, corpo estriado e medula

Neste protocolo foi avaliada a atividade da catalase em animais tratados com chamba
(50mg/Kg), fenobarbital (10 mg/Kg) ou agua destilada que foram submetidos a convulséo por
estricnina (3 mg/Kg).

HIPOCAMPO

Os animais tratados com chambéa apresentaram aumento da atividade da catalase
[CH50: 4,39 + 0,36 (p<0,001)] quando comparado ao controle (1,78 + 0,42). Fenobarbital,
utilizado como padrdo positivo, aumentou a atividade da catalase [FENO: 6,49 = 0,36
(p<0,001)] em relacédo ao controle (1,78 + 0,42). (Figura 16)

CORPO ESTRIADO

Os animais tratados com chamba apresentaram aumento da atividade da catalase
[CH50: 3,24 + 0,41 (p<0,01)] quando comparado ao controle (0,63 % 0,14). Fenobarbital,
utilizado como padrdo positivo, aumentou a atividade da catalase [FENO: 2,67 + 0,52
(p<0,05)] em relagéo ao controle (0,63 £+ 0,14). (Figura 17)

MEDULA

Os animais tratados com chamba apresentaram aumento da atividade da catalase
[CH50: 6,35 + 1,03 (p<0,05)] quando comparado ao controle (2,42 £+ 0,77). Fenobarbital,
utilizado como padrdo positivo, aumentou a atividade da catalase [FENO: 9,17 = 0,84
(p<0,001)] em relacéo ao controle (2,42 + 0,77). (Figura 18)
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FIGURA 16 Efeito do chamb& e fenobarbital sobre a atividade da catalase em
hipocampo de camundongos submetidos a convulsao induzida por estricnina

Controle (&gua destilada, v.0.), chamba (50 mg/Kg, v.0.) e fenobarbital (10 mg/Kg) foram
administrados 60 min antes do tratamento com estricnina (3 mg/Kg, i.p.). Os valores
representam a média = EPM (n = 10). Para anélise estatistica foi utilizado ANOVA seguido
por Tukey. Valores significativos comparados ao controle (***p<0,001). CTL: controle; CH:
chambg; FENO: fenobarbital; ESTRIC: estricnina
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FIGURA 17 Efeito do chamba e fenobarbital sobre a atividade da catalase em corpo
estriado de camundongos submetidos a convulsdo induzida por estricnina

Controle (&gua destilada, v.0.), chamba (50 mg/Kg, v.0.) e fenobarbital (10 mg/Kg) foram
administrados 60 min antes do tratamento com estricnina (3 mg/Kg, i.p.). Os valores
representam a media + EPM (n = 10). Para andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguido
por Tukey. Valores significativos comparados ao controle (*p<0,05; **p<0,01). CTL:
controle; CH: chamba; FENO: fenobarbital; ESTRIC: estricnina
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FIGURA 18 Efeito do chambé e fenobarbital sobre a atividade da catalase na medula de
camundongos submetidos a convulsdo induzida por estricnina

Controle (agua destilada, v.0.), chamba (50 mg/Kg, v.0.) e fenobarbital (10 mg/Kg) foram
administrados 60 min antes do tratamento com estricnina (3 mg/Kg, i.p.). Os valores
representam a media + EPM (n = 10). Para andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguido
por Tukey. Valores significativos comparados ao controle (*p<0,05; ***p<0,001). CTL:
controle; CH: chambd; FENO: fenobarbital; ESTRIC: estricnina
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4.3 Efeito do chamba sobre o estresse oxidativo em camundongos submetidos a

convulsdo induzida por eletrochoque

4.3.1 Efeito do chambéa sobre a concentracdo de malondialdeido (MDA) em homogenatos

cerebrais de hipocampo e corpo estriado

Neste protocolo foi determinada a concentracdo de malondialdeido (MDA),
marcador de peroxidacdo lipidica, em animais tratados com chamba (50mg/Kg),
oxcarbazepina (60 mg/Kg) ou &gua destilada que foram submetidos & convulsdo por
eletrochoque.

HIPOCAMPO

Os animais tratados com chamba apresentaram reducdo da concentracdo de MDA
[CH50: 10,68 + 1,34 (p<0,01)] quando comparado ao controle (25,25 + 3,18). Oxcarbazepina,
utilizada como padréo positivo, reduziu a concentragdo de MDA [OX: 5,17 + 2,30 (p<0,001)]
em relagdo ao controle (25,25 + 3,18). (Figura 19 A)

CORPO ESTRIADO

Os animais tratados com chambéa apresentaram reducdo da concentracdo de MDA
[CH50: 6,99 £ 0,75 (p<0,01)] quando comparado ao controle (22,73 + 3,59). Oxcarbazepina,
utilizada como padrao positivo, reduziu a concentracdo de MDA [OX: 6,50 + 2,28 (p<0,01)]
em relagdo ao controle (22,73 = 3,59). (Figura 19 B)
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FIGURA 19 Efeito do chamba e oxcarbazepina sobre a concentracdo de MDA em
hipocampo (A) e corpo estriado (B) de camundongos submetidos a convulsdo induzida
por eletrochoque

Controle (agua destilada, v.0.), chamba (50 mg/Kg, v.0.) e oxcarbazepinal (60 mg/Kg) foram
administrados 60 min antes do tratamento com eletrochoque. Os valores representam a média
+ EPM (n = 10). Para andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Tukey. Valores
significativos comparados ao controle (**p<0,001; ***p<0,001). CTL: controle; CH: chamb;

OX: oxacarbazepina; ELETRO: eletrochoque
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4.3.2 Efeito do chamba sobre a concentracdo de nitrito/nitrato em homogenatos cerebrais de
hipocampo e corpo estriado

Neste protocolo foi determinada a concentracéo de nitrito/nitrato em animais tratados
com chambé (50mg/Kg), oxcarbazepina (60 mg/Kg) ou &gua destilada que foram submetidos

a convulsdo por eletrochoque.

HIPOCAMPO

Os animais tratados com chamba apresentaram reducdo da concentracdo de
nitrito/nitrato [CH50: 0,91 £ 0,07 (p<0,001)] quando comparado ao controle (1,38 + 0,03).
Oxcarbazepina, utilizada como padrdo positivo, reduziu a concentracdo de nitrito/nitrato [OX:
0,90 £ 0,03 (p<0,001)] em relagéo ao controle (1,38 + 0,03). (Figura 20 A)

CORPO ESTRIADO

Os animais tratados com chamba apresentaram reducdo da concentragdo de
nitrito/nitrato [CH50: 1,23 + 0,15 (p<0,05)] quando comparado ao controle (1,78 + 0,14).
Oxcarbazepina, utilizada como padrao positivo, reduziu a concentracdo de nitrito/nitrato [OX:
1,23 + 0,06 (p<0,05)] em relacéo ao controle (1,78 + 0,14). (Figura 20 B)
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FIGURA 20 Efeito do chamba e oxcarbazepina sobre a concentragdo de nitrito/nitrato
em hipocampo (A) e corpo estriado (B) de camundongos submetidos & convulsao
induzida por eletrochoque

Controle (agua destilada, v.0.), chamba (50 mg/Kg, v.0.) e oxcarbazepinal (60 mg/Kg) foram
administrados 60 min antes do tratamento com eletrochoque. Os valores representam a média
+ EPM (n = 10). Para andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Tukey. Valores
significativos comparados ao controle (*p<0,05; ***p<0,001). CTL: controle; CH: chamba;
OX: oxacarbazepina; ELETRO: eletrochoque
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4.3.3 Efeito do chambaé sobre a atividade da catalase em homogenatos cerebrais de hipocampo
e corpo estriado

Neste protocolo foi avaliada a atividade da catalase em animais tratados com chamba
(50mg/Kg), oxcarbazepina (60 mg/Kg) ou &gua destilada que foram submetidos a convulsdo
por eletrochoque.

HIPOCAMPO

Os animais tratados com chambéa apresentaram aumento da atividade da catalase
[CH50: 4336 + 164,5 (p<0,01)] quando comparado ao controle (2058 + 171,9).
Oxcarbazepina, utilizada como padréo positivo, aumentou a atividade da catalase [OX: 8494
+490,7 (p<0,001)] em relagdo ao controle (2058 + 171,9). (Figura 21 A)

CORPO ESTRIADO

Os animais tratados com chamba apresentaram aumento da atividade da catalase
[CH50: 38,93 + 3,65 (p<0,001)] quando comparado ao controle (5,16 + 0,85). Oxcarbazepina,
utilizada como padrdo positivo, aumentou a atividade da catalase [OX: 28,58 + 7,53 (p<0,01)]

em relacdo ao controle (5,16 £ 0,85). (Figura 21 B)
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FIGURA 21 Efeito do chamba e oxcarbazepina sobre a atividade da catalase em
hipocampo (A) e corpo estriado (B) de camundongos submetidos a convulsdo induzida
por eletrochoque

Controle (agua destilada, v.0.), chamba (50 mg/Kg, v.0.) e oxcarbazepinal (60 mg/Kg) foram
administrados 60 min antes do tratamento com eletrochoque. Os valores representam a média
+ EPM (n = 10). Para andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Tukey. Valores
significativos comparados ao controle (**p<0,01; ***p<0,001). CTL: controle; CH: chamba;

OX: oxacarbazepina; ELETRO: eletrochoque
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4.4 Efeito do chamba sobre o estresse oxidativo em camundongos submetidos a

convulséo induzida por pilocarpina

4.4.1 Efeito do chamba sobre a concentracdo de malondialdeido (MDA) em homogenatos

cerebrais de hipocampo e corpo estriado

Neste protocolo foi determinada a concentracdo de malondialdeido (MDA),
marcador de peroxidacao lipidica, em animais tratados com chambéa (50mg/Kg), fenobarbital
(10 mg/Kg) ou agua destilada que foram submetidos a convulsdo por pilocarpina (400
mg/Kag).

HIPOCAMPO

Os animais tratados com chamba apresentaram reducdo da concentracdo de MDA
[CH50: 36,73 + 4,10 (p<0,001)] quando comparado ao controle (91,21 + 10,27). Fenobarbital,
utilizado como padrdo positivo, reduziu a concentragdo de MDA [FENO: 52,83 + 7,29
(p<0,01)] em relagéo ao controle (91,21 + 10,27). (Figura 22 A)

CORPO ESTRIADO

Os animais tratados com chambéa apresentaram reducdo da concentracdo de MDA
[CH50: 8,18 + 1,01 (p<0,05)] quando comparado ao controle (18,23 £ 3,42). Fenobarbital,
utilizado como padrdo positivo, reduziu a concentracdo de MDA [FENO: 7,58 + 1,29
(p<0,05)] em relagéo ao controle (18,23 + 3,42). (Figura 22 B)
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FIGURA 22 Efeito do chamba e fenobarbital sobre a concentracdo de MDA em
hipocampo (A) e corpo estriado (B) de camundongos submetidos a convulsédo induzida
por pilocarpina

Controle (dgua destilada, v.0.), chamba (50 mg/Kg, v.0.) e fenobarbital (10 mg/Kg) foram
administrados 60 min antes do tratamento com pilocarpina. Os valores representam a média +
EPM (n = 10). Para andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Tukey. Valores
significativos comparados ao controle (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001). CTL: controle; CH:
chambé; FENO: fenobarbital; PILO: pilocarpina
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4.4.2 Efeito do chamba sobre a concentracdo de nitrito/nitrato em homogenatos cerebrais de
hipocampo e corpo estriado

Neste protocolo foi determinada a concentracéo de nitrito/nitrato em animais tratados
com chambé (50mg/Kg), fenobarbital (10 mg/Kg) ou &gua destilada que foram submetidos a
convulsdo por pilocarpina (400 mg/Kg).

HIPOCAMPO

Os animais tratados com chamba apresentaram reducdo da concentracdo de
nitrito/nitrato [CH50: 1,16 + 0,06 (p<0,01)] quando comparado ao controle (1,77 £ 0,15).
Fenobarbital, utilizado como padrdo positivo, reduziu a concentragdo de nitrito/nitrato
[FENO: 1,04 £+ 0,08 (p<0,001)] em relacéo ao controle (1,77 £ 0,15). (Figura 23 A)

CORPO ESTRIADO

Os animais tratados com chamba apresentaram reducdo da concentragdo de
nitrito/nitrato [CH50: 1,18 + 0,11 (p<0,05)] quando comparado ao controle (1,90 £ 0,27).
Fenobarbital, utilizado como padrdo positivo, reduziu a concentracdo de nitrito/nitrato
[FENO: 1,23 £ 0,07 (p<0,05)] em relagéo ao controle (1,90 £ 0,27). (Figura 23 B)
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FIGURA 23 Efeito do chamba e fenobarbital sobre a concentracéo de nitrito/nitrato em
hipocampo (A) e corpo estriado (B) de camundongos submetidos a convulsédo induzida
por pilocarpina

Controle (&gua destilada, v.0.), chamba (50 mg/Kg, v.0.) e fenobarbital (10 mg/Kg) foram
administrados 60 min antes do tratamento com pilocarpina. Os valores representam a média +
EPM (n = 10). Para andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Tukey. Valores
significativos comparados ao controle (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001). CTL: controle; CH:
chambd; FENO: fenobarbital; PILO: pilocarpina.
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4.4.3 Efeito do chambaé sobre a atividade da catalase em homogenatos cerebrais de hipocampo
e corpo estriado

Neste protocolo foi avaliada a atividade da catalase em animais tratados com chamba
(50mg/Kg), fenobarbital (10 mg/Kg) ou agua destilada que foram submetidos a convulséo por
pilocarpina (400 mg/Kg).

HIPOCAMPO

Os animais tratados com chambéa apresentaram aumento da atividade da catalase
[CH50: 11,91 £ 1,52 (p<0,05)] quando comparado ao controle (3,76 £ 1,19). Fenobarbital,
utilizado como padréo positivo, aumentou a atividade da catalase [FENO: 11,15 + 1,72
(p<0,05)] em relagéo ao controle (3,76 = 1,19). (Figura 24 A)

CORPO ESTRIADO

Os animais tratados com chamba apresentaram aumento da atividade da catalase
[CH50: 8,25 + 1,00 (p<0,05)] quando comparado ao controle (3,03 £ 0,57). Fenobarbital,
utilizado como padrdo positivo, aumentou a atividade da catalase [FENO: 8,89 + 1,30
(p<0,01)] em relagéo ao controle (3,03 £ 0,57). (Figura 24 B)
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FIGURA 24 Efeito do chamba e fenobarbital sobre a atividade da catalase em
hipocampo (A) e corpo estriado (B) de camundongos submetidos a convulsdo induzida
por pilocarpina

Controle (agua destilada, v.0.), chamba (50 mg/Kg, v.0.) e fenobarbital (10 mg/Kg) foram
administrados 60 min antes do tratamento com pilocarpina. Os valores representam a média +
EPM (n = 10). Para andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Tukey. Valores
significativos comparados ao controle (*p<0,05; **p<0,01). CTL: controle; CH: chamb;
FENO: fenobarbital; PILO: pilocarpina
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5 Discussao

Estresse oxidativo é classicamente definido como um desequilibrio redox causada
por um excesso de oxidante ou de uma falta de antioxidantes naturais do sistema
(HALLIWELL, GUTTERIDGE, 1999; POLJSAK, MILISAV, 2012). O cérebro consome
taxa mais elevada de oxigénio por unidade de massa de tecido e contém concentracdes
elevadas de peroxidacdo lipidica, aminoacidos excitatorios e baixas concentracfes de anti-
oxidantes (DUGAN, CHOI, 1999; BERGAMINI, GAMBETT]I, 2004). Lipidios do cérebro
sdo altamente enriquecidos com &cidos graxos poli-insaturados (AZIZ et al., 1997; DUGAN,
CHOI, 1999). Além disso, certas regides do sistema nervoso central tais como hipocampo e
corpo estriado, podem ser, particularmente, mais suscetiveis ao estresse oxidativo do que
outras regides do cérebro (HUONG et al., 1998).

Vaérios estudos tem demonstrado que radicais livres apresentam papel importante na
patogénese de muitas doencas, especialmente as doencas neuroldgicas e psiquiatricas
(TAKUMA et al., 2004; ESSICK, SAM, 2010; AGUIAR et al., 2012). O estresse oxidativo
pode ser um mecanismo subjacente comum em muitas desordens do SNC, uma vez que 0

cerebro tem comparativamente maior vulnerabilidade ao dano oxidativo (BERK et al., 2008).

Espécies reativas do oxigénio (ERO) sdo frequentemente produzidas e reguladas
rigidamente para manter um equilibrio juntamente com as substancias antioxidantes sob
circunstancias fisiolégicas normais. Demonstrou-se que as ERO sdo cruciais em Varios
processos bioldgicos, incluindo a transducdo de sinais, envelhecimento, apoptose e 0
desenvolvimento. Por outro lado, a producdo excessiva de ERO esta envolvida em varias
alteragBes patoldgicas do Sistema Nervoso Central, principalmente na epilepsia (MALINSKA
et al., 2010).

Véarios modelos de convulsdo, incluindo estimulagdo elétrica, indugdo quimica (ex.
pilocarpina), modelos fisicos (ex. hipertermia), genéticos (ex. knockout), bem como modelos
de convulséo espontanea (ex. pos-kindling) (CHUANG, 2010) demonstraram que a producéo
de convulsdes esta ligada a alteragGes nos niveis intracelulares de antioxidantes e oxidantes.

Portanto, os modelos experimentais de convulsdo foram utilizados para investigar varios
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antioxidantes endogenos, bem como marcadores de estresse oxidativo (DEVI et al., 2008;
HSIEH et al., 2011; JAIN et al., 2011; LIANG etal., 2012; VERMA et al., 2012).

As descargas convulsivas cronicas estdo relacionadas a alteragbes em
neurotransmissores (exemplo, glutamato e GABA), ativagdo de citocinas, neuroplasticidade e
estresse oxidativo (CHEN et al., 2010). Picrotoxina, estricnina, eletrochoque e pilocarpina séo
modelos reconhecidos de indugdo de convulsdo com mecanismos de acdo distintos
(VELISEK, 2006), apesar de terem uma via comum que é a participacdo do estresse

oxidativo.

Nas ultimas décadas, vérias substancias de origem natural dotadas de atividade
anticonvulsivante apresentaram também propriedades antioxidantes (ILHAN et al., 2006;
SILVA et al., 2009; RATHON et al., 2013). Nesse contexto, no presente capitulo foi
investigado se alguma acéo antioxidante estaria envolvida na atividade anticonvulsivante do
chamba. Para isto, avaliou-se a atividade da catalase, o grau de peroxidacdo lipidica e a
concentracdo de nitrito em hipocampo, corpo estriado e medula de animais tratados com
chambéa (50 mg/Kg) e submetidos aos modelos de picrotoxina, estricnina, eletrochoque ou

pilocarpina.

Todos os componentes da célula sdo suscetiveis a acdo das ERO, porém a membrana
é uma das mais atingidas em decorréncia da peroxidacdo lipidica, que acarreta alteracbes na
sua estrutura e permeabilidade (VAN DER KRAAIJ et al., 1988). Consequentemente, ha a
perda da seletividade na troca ibnica e liberacdo do contetdo de organelas, como as enzimas
hidroliticas dos lisossomas, e formacdo e produtos citotoxicos (como o malondialdeido),
culminando com a morte celular (HERSHKO, 1989). Embora nem sempre 0s processos de
lipoperoxidacdo sejam prejudiciais, pois seus produtos sao importantes na rea¢do em cascata a
partir do acido araquiddnico (formacdo de prostaglandinas) (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
1990), o excesso de tais produtos pode ser lesivo (ROSS; MOLDEUS, 1991), sobretudo ao

cérebro, que contém grande quantidade de lipideos de membrana.

A peroxidacdo lipidica produzida em muitas condicdes, tal como convulsdo, tem sido
avaliada e pode ser verificada indiretamente através do homogenato cerebral e de diferentes
tecidos (BRUCE & BAUDRY, 1995; FREITAS et al., 2004a). A peroxidacdo lipidica é um
processo que envolve a oxidacdo de &cidos gordurosos poli-insaturados, os quais sao

componentes béasicos de membranas biologicas. Compostos reativos eletrofilicos séo
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formados durante este processo e estes compostos reagem, principalmente, com o DNA
mostrando acdo genotdxica e mutagénica (LUCZAJ & SKRZYDLEWSKA, 2003).

As alteracdes no metabolismo dos fosfolipidios de membrana podem resultar
também na liberacdo de eicosanoides, lipidios peroxido e radicais livres. Os radicais livres
estdo envolvidos em inimeras condigdes patoldgicas e, indiretamente, parecem refletir nos
mecanismos do estresse oxidativo, tais como: aumento da atividade das enzimas removedoras
dos radicais livres (superoxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase), oxidacdo de
lipidios e proteinas estruturais (AHLEMEYER & KRIEGLSTHEIN, 2000).

A lipidio peroxidacao de tecidos pode ser utilizada com um indice indicador de dano
biolégico irreversivel dos fosfolipidios de membrana celular em inGmeras condicdes
patologicas (GILBERT & SAWAS, 1983) e a producdo de lipidios perdxidos pode ser
induzida por muitos compostos quimicos indutores de convulsdo (FREITAS,A et al., 2007;
SILVA et I., 2009; AGUIAR et al., 2013) . Pode ser sugerido que a producdo dos mesmos
seja um dos efeitos neurotdxicos ocasionados pelo processo convulsivo no cérebro de ratos
(WALZ et al., 2000). Acredita-se que a lipoperoxidacdo amentada pode ser casualmente
relacionada com a presenca e anormalidades estruturais do cérebro de pacientes epilépticos
(KARAKOC et al., 2002; FREITAS et al., 2004a).

Como esperado, as convulsdes induzidas por picrotoxina, estricnina, eletrochoque e
pilocarpina levaram a um aumento da peroxidacéo lipidica no hipocampo, estriado e medula
dos camundongos. O pré-tratamento dos animais com chambé (50 mg/Kg) significativamente
preveniu este efeito, pois reduziu a concentracdo de MDA em todas as areas estudadas quando
comparado aos animais controle tratados apenas com veiculo. Dados na literatura mostram
que convulsdes seguidas por peroxidacdo lipidica em tecidos cerebrais podem ser diminuidas
pela administracdo de substancias com propriedades anticonvulsivantes (FERITAS et al.,
2006; SILVA et al., 2007).

Existem evidéncias de que a convulsdo apresenta sinais aumentados de estresse
oxidativo e que ha participacdo dos caminhos do o0xido nitrico (NO) na sua patogenia (REHNI
et al., 2009). Embora exerca diversas funcGes fisiologicas Uteis, quando em excesso, 0 NO
pode exercer efeitos nocivos. Em determinadas condigfes, o NO e o O, podem interagir,

resultando na formacdo de peroxinitrito (ONOQO"), um produto extremamente toxico. Este
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composto é capaz de reagir com diversas moléculas: proteinas, lipidios, carboidratos e &cidos
nucléicos, danificando-os. Além disso, seus provaveis produtos de decomposicdo, o radical
OH e o dioxido de nitrogénio, dentre outros, tém semelhante potencial deletério
(RADENOVIC et al., 2003; UZUM et al., 2005).

O NO no SNC pode ser produzido pela NO sintase (NOS) endotelial (NOSe), uma
enzima constitutiva, e pela NOS neuronal (NOSn). Outra parte do NO é sintetizada pela NOS
induzivel (NOSi) que regula a resposta imune. O excesso de NOSi foi detectada em
hipocampo de camundongos geneticamente epilépticos (MURASHIMA et al., 2002). O
nitrito (metabdlito estavel do NO) pode ser associado com a fisiopatologia da convulséo, uma
vez que o estresse oxidativo cerebral induzido pelas convulsGes pode ser blogueado ou
reduzido de forma significativa através do bloqueio da inibicdo da enzima NOSI
(RAJASEKARAN, 2004). Durante as convulsdes, nitrito e nitrato tém sido implicados em
muitos mecanismos moleculares do processo, podendo participar do subsequente dano
neuronal em todo o cérebro e ativar outros mecanismos que potencializem os danos e a
propagacao do foco epiléptico (SOSUNQV et al., 2005).

As convulsbes induzidas por picrotoxina, estricnina, eletrochoque e pilocarpina
levaram a um aumento da producgéo de nitrito e nitrato no hipocampo, estriado e medula dos
camundongos. O pré-tratamento dos animais com chamba (50 mg/Kg) significativamente
preveniu este efeito, pois reduziu a producdo e nitrito e nitrato em todas as areas estudadas
quando comparado aos animais controle tratados apenas com veiculo. Como esperado, 0s
animais pré-tratados com fenobarbital ou oxcarbazepina apresentaram reducdo na producao

de nitrito e nitrato.

Uma elevacdo na formagéo de radicais livres pode ser acompanhada por aumento
compensatorio imediato na atividade de enzimas inativadoras de radicais livres. O estresse
agudo da convulsdo pode alterar sistemas antioxidantes e ativar enzimas responsaveis pela
remoc¢do de EROs, como a catalase, indicando uma resposta celular a elevacdo na formacéo
de espécies reativas do oxigénio (ABDEL-WAHAB et al., 2011).

A catalase é uma hemeproteina citoplasmatica que catalisa a redugdo do perdxido e
hidrogénio (H,0,) em oxigénio e agua (MICHIELS et al., 1994; MEISTER, 1995; SIMONIE
et al., 2000). E importante na manutencio do metabolismo normal das EROs, sendo seu papel
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bastante relevante para o funcionamento celular em diferentes partes do organismo
(NAFFAH-MAZZACORATTI et al., 2001; PONG et al., 2002). O H,0; por si s6 ndo é um
radical livre, mas em alta concentracdo pode reagir com o ion superdéxido (Reacédo de Haber-
Weiss) ou com o ferro (Reacdo de Fenton) produzindo um novo radical livre, o radical
hidroxila (OH") que é altamente reativo e pode induzir diferentes danos teciduais ao reagir

com macromoléculas proteicas.

Considerando que um aumento da demanda metabolica pode ser observado durante
as convulsdes limbicas, pode-se sugerir que a catalase poderia ser uma das enzimas que teria
sua atividade inalterada, aumentada ou diminuida durante a atividade epiléptica. Neste estudo
foi verificado que o pré-tratamento dos animais com chamba (50 mg/Kg) significativamente
aumentou a atividade da catalase em todas as areas estudadas, quando comparado aos animais
controle tratados apenas com veiculo. Como esperado, 0s animais pré-tratados com
fenobarbital ou oxcarbazepina apresentaram aumento na atividade da catalase.

Quando os animais foram pré-tratados com chamba, verificou-se reducdo da
concentracdo de MDA, reducdo da producdo de nitrito e nitrato e aumento da atividade da
catalase. Nossos dados nos permitem sugerir que 0 mecanismo anticonvulsivante do extrato
padronizado de chamba poderia estar auxiliando as células cerebrais no combate a
superproducdo de ERO e consequente dano oxidativo induzido pela picrotoxina, estricnina,

eletrochoque e pilocarpina.
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CAPITULO 3 - Determinac&o da concentracio de aminoacidos

1 Introducéo

A informacdo sobre o controle do Sistema Nervoso Central (SNC) pode ser
altamente baseada na comunicagdo entre as unidades sinapticas excitatorias e inibitdrias. O
acido gama-aminobutirico, glutamato, glicina, taurina e aspartato representam 0S mais
importantes aminoacidos neurotransmissores ou derivados de aminoacidos. Os principais
neurotransmissores excitatorio e inibitério no cérebro sdo o glutamato e o GABA,
respectivamente e, assim, ha elevada concentracdo desses aminoacidos no sistema nervoso
(ISOKAWA, 1998).

Algumas doengas estdo associadas a mudangas nos niveis dos aminoacidos. A
interrupcdo da transmissdo glutamatérgica na etiologia de doencas neurodegenerativas
cronicas e esquizofrenia foi postulada (FARBER; NEWCOMER; OLNEY, 1999). Estudos
farmacoldgicos revelaram que a microinjecdo de antagonistas de receptores GABAA ou
agonistas de diferentes subtipos de receptores de glutamato causaram convulsdes em
experimentos animais in vivo, portanto o inicio das convulsdes pode ser produzido por uma
reducdo da concentracdo de GABA ou aumento da concentragdo de glutamato, bem como
pela estimulacdo direta da atividade colinérgica endogena (JOPE et al., 1992; MARINHO et
al., 1998).

O modelo de convulsdo induzido por pilocarpina é um excelente modelo para se
estudar 0s processos neuroquimicos essenciais para a geracdo e manutencdo das convulsdes,
ja que muitas das caracteristicas sdo semelhantes as da epilepsia humana do lobo temporal
(CAVALHEIRO et al., 1994; MARTIM, 1996). Inumeros estudos sugerem o envolvimento
do sistema colinérgico na epilepsia humana (TURSKI et al., 1983a; MICHOTTE et al., 2000;
PERSINGER et al., 2001).

O processo convulsivo decorrente do tratamento de ratos com pilocarpina, agonista
colinérgico, em doses convulsivas, parece interagir com o sistema GABAérgico, uma vez que
a ativacgdo do receptor GABAEergico do tipo GABAA pode reduzir sua resposta em decorréncia
do aumento da concentracdo do célcio intracelular induzida pelos receptores glutamatérgicos

do tipo NMDA, que pode ser essencial para a instalacdo e propagacao da atividade epiléptica
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(PISANI et al., 2004). A pilocarpina também altera os niveis de outros neurotransmissores,
como taurina, glicina e aspartato (RAOL et al., 2001; COSTA-LOTUFO et al., 2002).

Assim, no presente capitulo é abordada a investigacdo dos efeitos do Extrato
Padronizado de Justicia pectoralis (chambd) sobre a concentracdo dos amino&cidos

excitatérios e inibitdrios do sistema nervoso central.
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2 Objetivos especificos

Descrever o efeito do pré-tratamento com o extrato padronizado de Justicia pectoralis
sobre as alteragdes neuroquimicas induzidas por modelo de convulsdo por pilocarpina em
hipocampo, por meio da determinagdo da concentragdo dos aminoacidos GABA, glicina,

taurina, glutamato e aspartato.
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3 Materiais e Métodos

3.1 Procedimento Experimental

Os testes neuroquimicos foram realizados em animais divididos em 3 grupos (n=8),
tratados, por via oral, com chamba (50 mg/Kg), agua destilada (controle) ou fenobarbital (10
mg/Kg). Logo ap6s os experimentos de inducdo da convulsdo por pilocarpina, descrito
anteriormente no Capitulo 1, os animais mortos foram decapitados e tiveram o cérebro
removido. Os animais que sobreviveram foram sacrificados por rapida decapitacdo apos o
periodo de tempo determinado pelo modelo de convulsédo. A regido cerebral hipocampo (HC)
foi dissecada e armazenada a — 70° para posterior preparacdo dos homogenatos utilizando um

volume de 1 % da area em &cido preclérico 0.1M.

A analise dos aminoacidos GABA, glicina, taurina, glutamato e aspartato foram
realizadas em equipamento de cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC, Shimadzu,
Japdo). A espectroscopia de fluorescéncia pode ser usada como um método de deteccdo
especifica (LINDROTH; MOPPER, 1979), e é um dos mais sensiveis para compostos que
fluorescem. As amostras de tecido congeladas foram, brevemente, homogeneizadas com acido
perclorico (HCIO,4) 0,1 e sonicadas por 30 minutos. Depois de sonicadas, as amostras foram
centrifugadas a 15.000 rpm durante 15 minutos a 4° C. Os sobrenadantes foram removidos e
filtrados através de membrana (Millipore 0,2 um) e os aminoacidos foram derivatizados com
mercaptoetanol e O-ftaraldeido (OPA). Uma aliquota de 20 pL foi retirada e injetada no

sistema de HPLC para analise quimica.

Para a determinacdo das concentracGes dos aminoacidos, uma coluna de fase-reversa
C18 (Shimadzu, Japdo), foi utilizada. A fase mdvel composta de duas fases: A (pH 6,95) —
acetato de sodio (0,1M), metanol (6%, v/v) e tetrahidrofurano (1,5 %); B — Metanol puro
(100%0, correu em um fluxo de 1,0 mL/min em um gradiente de 30 minutos de duragéo
(MASSIEU; TAPIA, 1997). A area de cada pico foi determinada com software Shimadzu e
comparada com a area de pico do padrdo externo correspondente. As concentracdes de

aminoéacidos foram expressas em pumol/ g de tecido.
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- Preparo dos Padrdes dos aminoécidos

Todos os aminoacidos foram preparados nas concentracdes de 2,5 mmol/L ou 2,5
mM. GABA, glicina, taurina, glutamato e aspartato foram solubilizados em &cido perclorico
0,1M. O &cido perclérico foi preparado adionando 1,8 mL do acido e completando volume

para 300 mL com &gua mili-Q.

- Solucéo de Derivatizagdo

13,5 mg de OPA foram dissolvido em 250 uL de etanol, juntamente com 10 pL de 2-
mercaptoetanol, o volume da solucgéo foi entdo completado para 2,25 mL com tampdo borato,
pH 9,3. A solucéo foi filtrada com milipore 0,22 um. A solucdo foi acondicionada em vidro
ambar no refrigerador por, no maximo, uma semana. Para as derivatizagdes, 20 pL da amostra

foi diluida em 20 pL de OPA e injetada no HPLC ap6s um minuto de agitacg&o.

- Determinacédo Fluorimétrica de Aminoacidos (AA por gradiente

Para o funcionamento do aparelho e do gradiente foi necessaria a preparacao das duas

fases moveis:

FASE MOVEL A:
e 50 mM NaH,PO4.  Volume final = 25 mL
e 20 % v/v MetOH
e pH=55

FASE MOVEL B:
e Metanol puro (Padrdo HPLC)

DERIVATIZACAO PRE-COLUNA
TAMPAO BORATO
e Borax 1,24g
e AguamiliQ
e Ajustar o pH para 9,3 (com NaOH ou HCI): - volume final = 50 mL
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4 Resultados

4.1 Efeito do chamba sobre a concentracdo de aminoacidos em camundongos

submetidos a convulsédo induzida por pilocarpina

4.1.1 Efeito do chamb& sobre a concentracdo de GABA em homogenatos cerebrais de

hipocampo

Neste protocolo foi determinada a concentracdo de GABA, amino&cido inibitério do
Sistema Nervoso Central, em animais tratados com chamba (50mg/Kg), fenobarbital (10

mg/Kg) ou agua destilada que foram submetidos a convulsao por pilocarpina (400 mg/Kg).

Os animais tratados com chamba apresentaram aumento da concentracdo de GABA
[CH50: 4946 + 860,1 (p<0,05)] quando comparado ao controle (1654 + 305,1). Fenobarbital,
utilizado como padrao positivo, aumentou a concentracdo de GABA [FENO: 5870 + 987,2
(p<0,05)] em relagéo ao controle (1654+ 305,1). (Figura 25)
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FIGURA 25 Efeito do chamba e fenobarbital sobre a concentracdo do aminoéacido
GABA em hipocampo de camundongos submetidos a convulsdo induzida por
pilocarpina

Controle (&gua destilada, v.0.), chamba (50 mg/Kg, v.0.) e fenobarbital (10 mg/Kg) foram
administrados 60 min antes do tratamento com pilocarpina. Os valores representam a média +
EPM (n = 8). Para andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Tukey. Valores
significativos comparados ao controle (*p<0,05). CTL: controle; CH: chamba; FENO:

fenobarbital; PILO: pilocarpina
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4.1.2 Efeito do chamba sobre a concentragdo de Glicina em homogenatos cerebrais de
hipocampo

Neste protocolo foi determinada a concentracdo de Glicina, aminoécido inibitdrio do
Sistema Nervoso Central, em animais tratados com chamba (50mg/Kg), fenobarbital (10

mg/Kg) ou agua destilada que foram submetidos a convulsao por pilocarpina (400 mg/Kg).

Os animais tratados com chambé apresentaram aumento da concentragdo de Glicina
[CH50: 494,1 + 31,77 (p<0,01)] quando comparado ao controle (255,9 + 5,85). Fenobarbital,
utilizado como padréo positivo, aumentou a concentracdo de Glicina [FENO: 442,4 + 30,01
(p<0,05)] em relagéo ao controle (255,9 + 5,85). (Figura 26)
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FIGURA 26 Efeito do chamba e fenobarbital sobre a concentracdo do aminoéacido
Glicina em hipocampo de camundongos submetidos a convulsdo induzida por
pilocarpina

Controle (&gua destilada, v.0.), chamba (50 mg/Kg, v.0.) e fenobarbital (10 mg/Kg) foram
administrados 60 min antes do tratamento com pilocarpina. Os valores representam a média +
EPM (n = 8). Para andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Tukey. Valores
significativos comparados ao controle (*p<0,05; **p<0,01). CTL: controle; CH: chambg;

FENO: fenobarbital; PILO: pilocarpina
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4.1.3 Efeito do chamba sobre a concentragdo de Taurina em homogenatos cerebrais de
hipocampo

Neste protocolo foi determinada a concentracdo de Taurina, aminoacido inibitdorio do
Sistema Nervoso Central, em animais tratados com chamba (50mg/Kg), fenobarbital (10

mg/Kg) ou agua destilada que foram submetidos a convulsao por pilocarpina (400 mg/Kg).

Os animais tratados com chambé apresentaram aumento da concentra¢do de Taurina
[CH50: 4929 £ 694,1 (p<0,01)] quando comparado ao controle (937,4 £ 253,3). Fenobarbital,
utilizado como padrédo positivo, aumentou a concentracdo de Taurina [FENO: 7746 + 868,1
(p<0,001)] em relacédo ao controle (937,4 £+ 253,3). (Figura 27)
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FIGURA 27 Efeito do chambéa e fenobarbital sobre a concentracdo do aminoé&cido
Taurina em hipocampo de camundongos submetidos a convulsdo induzida por
pilocarpina

Controle (agua destilada, v.0.), chamba (50 mg/Kg, v.0.) e fenobarbital (10 mg/Kg) foram
administrados 60 min antes do tratamento com pilocarpina. Os valores representam a média +
EPM (n = 8). Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Tukey. Valores
significativos comparados ao controle (**p<0,01; ***p<0,001). CTL: controle; CH: chamba;

FENO: fenobarbital; PILO: pilocarpina
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4.1.4 Efeito do chambd sobre a concentragdo de Glutamato em homogenatos cerebrais de
hipocampo

Neste protocolo foi determinada a concentragdo de Glutamato, aminoacido
excitatério do Sistema Nervoso Central, em animais tratados com chamba (50mg/Kg),
fenobarbital (10 mg/Kg) ou agua destilada que foram submetidos a convulséo por pilocarpina
(400 mg/KQ).

Os animais tratados com chamba apresentaram redugdo da concentragdo de Glutamato
[CH50: 199,0 = 21,37 (p<0,001)] quando comparado ao controle (6855 + 18,94).
Fenobarbital, utilizado como padrdo positivo, reduziu a concentracdo de Glutamato [FENO:
138,4 £ 15,57 (p<0,001)] em relagao ao controle (685,5 *+ 18,94). (Figura 28)
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FIGURA 28 Efeito do chambé e fenobarbital sobre a concentracdo do aminoécido
Glutamato em hipocampo de camundongos submetidos a convulsdo induzida por
pilocarpina

Controle (dgua destilada, v.0.), chamba (50 mg/Kg, v.0.) e fenobarbital (10 mg/Kg) foram
administrados 60 min antes do tratamento com pilocarpina. Os valores representam a média +
EPM (n = 8). Para andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Tukey. Valores
significativos comparados ao controle (**p<0,01; ***p<0,001). CTL: controle; CH: chamba;

FENO: fenobarbital; PILO: pilocarpina
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4.1.5 Efeito do chamba sobre a concentragdo de Aspartato em homogenatos cerebrais de
hipocampo

Neste protocolo foi determinada a concentracdo de Aspartato, aminoacido excitatorio
do Sistema Nervoso Central, em animais tratados com chamba (50mg/Kg), fenobarbital (10

mg/Kg) ou agua destilada que foram submetidos a convulsao por pilocarpina (400 mg/Kg).

Os animais tratados com chamba apresentaram reducdo da concentragdo de
Aspartato [CH50: 42,03 + 3,75 (p<0,001)] quando comparado ao controle (70,28 + 1,76).
Fenobarbital, utilizado como padrdo positivo, reduziu a concentracdo de Aspartato [FENO:
21,33 £ 2,21 (p<0,001)] em relacédo ao controle (70,28 £ 1,76). (Figura 29)
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FIGURA 29 Efeito do chambéa e fenobarbital sobre a concentracdo do aminoé&cido
Aspartato em hipocampo de camundongos submetidos a convulsdo induzida por
pilocarpina

Controle (agua destilada, v.0.), chamba (50 mg/Kg, v.0.) e fenobarbital (10 mg/Kg) foram
administrados 60 min antes do tratamento com pilocarpina. Os valores representam a média +
EPM (n = 8). Para andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Tukey. Valores
significativos comparados ao controle (***p<0,001). CTL: controle; CH: chambd; FENO:

fenobarbital; PILO: pilocarpina
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5 Discussao

Os aminoacidos sdo classificados em dois grupos: excitatorios, como o glutamato e
aspartato; aminoacidos inibitérios, como GABA, glicina e taurina. Os aminoacidos
excitatorios estdo associados com agbes pro-convulsivantes, enquanto os aminoacidos

inibitérios com a acdo anticonvulsivante (NOGUEIRA et al., 2011).

Estudos de convulsdes induzidas quimicamente tém mostrado em nivel pré-sinaptico
que a atividade convulsivante estd associada com uma ampla gama de alteragdes bioquimicas
locais, afetando a liberacdo de varios neurotransmissores cerebrais, como os aminoacidos (LI
et al, 2000; FERRAZ et al., 2002).

As convulsdes podem ser vistas como resultantes de um desequilibrio entre os
processos excitatorios no cérebro. Os neurotransmissores mais envolvidos nessas subunidades
excitatorias e inibitorias sdo o glutamato e 0 GABA, respectivamente, sendo que estes dois
aminoacidos estdo altamente implicados e sdo de extrema importancia na integridade
funcional do SNC e podem participar dos mecanismos de inumeras desordens neuroldgicas,
inclusive nos mecanismos de geracdo e manutencdo da epilepsia (SCHOUSBOE,
WAAGEPETERSEN, 2003; BECK et al., 2003; BOROWICZ et al., 2004).

Os mecanismos propostos para a geracao e disseminacdo da atividade epiléptica no
cérebro incluem a diminuicdo da neurotransmissdo inibit6ria, que é medida, principalmente,
pelo acido gama-aminobutirico (GABA), ou aumento da neurotransmissdo excitatoria, que €

mediada, principalmente, pelo aminoacido glutamato (ILODIGWE et al., 2010).

O modelo de epilepsia induzido por pilocarpina tém sido extensivamente analisado,
uma vez que, exibe convulsbes recorrentes espontaneas (com doses menores) e podem
esclarecer muitas das alteracbes vistas na epilepsia do lobo temporal de humanos
(PERSINGER, DUPONT, 2004; KRSEK et al., 2004; Belissimo et al., 2001).

No modelo de convulséo por pilocarpina, estudos demonstram que as convulsdes sdo
ativadas pelo sistema colinérgico (FREITAS et al., 2003) que promovem um importante papel

na ativacdo das convulsdes limbicas e nos sistemas GABAeérgicos e glutamatérgicos que séo
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responsaveis pela propagacao e/ou manutencéo das convulsdes e indugdo do status epilepticus
induzido pela pilocarpina (TOME et al., 2010).

A pilocarpina produz modificacdes nos aminoacidos excitatorios elevando glutamato
(Walton et al., 1993). Santos et al. (2011) estudaram o efeito do &cido lipdico nas
concentragcdes de glutamato e taurina no hipocampo de ratos submetidos a convulsdes por
pilocarpina. No grupo tratado somente com pilocarpina observou-se aumento, significativo,
na concentracdo de glutamato (37 %) e diminuicdo de taurina (18 %). Em outro estudo
avaliando a atividade anticonvulsivante do &cido lipdico, demonstrou-se que a administragdo
intraperitoneal de pilocarpina induz elevagdo dos aminoacidos excitatorios glutamato e
aspartato e reducdo do aminoéacido inibitério GABA no hipocampo de ratos Wistar com dois
meses de idade (Freitas et al., 2011).

O papel dos aminoécidos como neurotransmissores e suas funcdes na epilepsia tem
sido foco de um grande nimero de pesquisas nos ultimos anos. Nesse contexto, no presente
capitulo foi investigada a influéncia do chambd, administrado de forma aguda e por via oral
(gavage), nas concentracfes dos aminoacidos GABA, glicina, taurina, glutamato e aspartato.
Para isto, as concentracGes dos aminoacidos foram mensuradas em hipocampo de animais

tratados com chambé (50 mg/Kg) e submetidos ao modelo de pilocarpina.

O acido gama-aminobutirico (GABA) € o maior neurotransmissor inibitério no
cérebro dos mamiferos. Sua acdo é, principalmente, ativar o receptor ionotrépico GABA tipo
A levando a um influxo de CI e uma resposta de hiperpolarizacdo. A sinapse inibitoria resulta
de niveis transitoriamente altos de GABA que ativa o0s receptores GABAa. Estudos de fatias
cerebrais (SEMYANOV et al.,, 2003), culturas neuronais (BAI et al., 2001) e in vivo
(CHADDERTON et al., 2004) tem mostrado que diferentes subtipos de receptor GABAA sdo
responsaveis por mediar a inibicdo tonica, dependendo das regides cerebrais (FARRANT et
al., 2005). O comprometimento da inibi¢cdo pode contribuir para estados patolégicos como a
epilepsia cronica (HOUSER et al., 2003).

No presente capitulo, nossos resultados mostraram que o pré-tratamento dos animais
com chamba (50 mg/Kg) e posterior estimulo convulsivante com pilocarpina promoveu um
aumento, significativo, nas concentracGes do aminodcido GABA no hipocampo em relacéo ao

grupo submetido apenas a administracdo de pilocarpina. Como esperado, 0s animais pre-
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tratados com fenobarbital apresentaram aumento da concentracdo de GABA. Estudos prévios
evidenciaram efeito ansiolitico do SNC induzido pelo chambd, possivelmente relacionado ao
sistema GABAGérgico, em especifico ao sitio de acdo benzodiazepinico (Venancio et al.,
2011). Corroborando com esses dados, no Capitulo 1 mostrou-se que o extrato de chambé
apresentou efeito anticonvulsivante no modelo de convulséo por picrotoxina, cujo mecanismo

envolve sistema GABAérgico.

Pereira (2008) mostrou que animais tratados com cumarina apresentaram efeito
ansiolitico e, posteriormente, aumento dos niveis do aminoacido GABA (Pereira et al., 2009).
Em outro estudo foi relatado que a imperatorina (uma furanocumarina isolada dos frutos de
Angelica archangelica) inibiu GABA-transaminase (a enzima responsavel pela degradacéo de
GABA) e, assim, levou ao aumento do teor de GABA na fenda sinaptica dos neur6nios
(CHOI et al., 2005). Drogas que aumentam a transmissdo do GABA no cérebro possuem,
provavelmente, efeito anticonvulsivante (CZUCZWAR; PATSALOS, 2001).

A inibicdo mediada pelo GABA pode ser um dos alvos da acéo central da pilocarpina
e a participacdo deste neurotransmissor pode inibir as convulsdes. Estudos de binding em
neurdnios hipocampais mostraram que a pilocarpina em alta dose reduz a concentragdo dos
receptores GABAérgicos (FREITAS et al., 2004a). Estes resultados corroboram com estudos
farmacoldgicos anteriores que mostram uma significativa protecdo da convulsdo induzida por
pilocarpina em ratos pré-tratados com diazepam, reforcando a hipotese da interacdo entre 0s
sistemas GABAérgicos e colinérgicos, ndo somente na fase aguda mas na crénica, ja que 0s
resultados descritos foram determinados para ratos epilépticos cronicos (CAVALHEIRO,
GUEDES, 1997).

A glicina, outro importante transmissor inibitério do sistema nervoso central foi
mensurado e nossos dados mostraram que 0s animais tratados com chamba apresentaram
aumento das concentracfes de glicina, bem como os animais tratados com fenobarbital,

guando comparados ao grupo controle tratado somente com pilocarpina.

A glicina é um simples aminoacido ndo-essencial, formado por uma molécula de
carbono ligado a um grupo amino e um grupo carboxil. Na membrana plasmatica, ativa um
canal de cloro que hiperpolariza ou estabiliza o potencial de membrana. Como resultado disto,

bloqueia a entrada de calcio intracelular, que estimula a cascata de formacgéo de citocinas
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(ZHONG, 2003). E encontrada em concentragdes elevadas (5 umol/g de tecido) na substancia
cinzenta da medula espinhal, tronco cerebral e retina(SMITH, WILCOX, WHITE, 2007).

Glicina apresenta ac¢Ges anti-inflamatdrias, citoprotetoras e imunomoduladoras. Isto
deve, possivelmente, explicar as acdes neuroprotetoras de algumas cumarinas, como mostrado
em um estudo realizado com componentes das raizes da A. gigas, onde sua fracdo n-butanol
demonstrou ter uma significante atividade neuroprotetora (LEE et al., 2003; YAN et al.,
2004). Chamba também demonstrou atividade neuroprotetor quando avaliado através da

mensuracao de agentes oxidantes e antioxidantes (Capitulo 2).

Outro aminoacido estudado foi a taurina, encontrado em grande quantidade no
hipocampo, nos interneurdnios, nos neurénios piramidais e nas células granulares denteadas
(MAGNUSSON et al., 1989). Nossos resultados mostraram que o extrato padronizado de
Justicia pectoralis aumentou a concentracdo do aminoécido taurina nos animais tratados,
onde resultado similar foi observado nos animais tratados com fenobarbital, quando

comparados ao grupo controle.

Taurina possui importante papel na manutencdo da homeostase do cérebro, sendo
associada, em concentracGes moderadas, a ativacdo dos receptores de glicina e por ser um
fraco agonista de receptor GABAA (SMITH et al., 2006; MACIEJAK ET AL., 2010). Estudo
mostra que a taurina protege os neurdnios dos efeitos toxicos provocados pelos aminoacidos
excitatorios, além de atenuar o influxo de calcio durante a isquemia cerebral (WANG et al.,
2007). Em outro estudo, taurina elevou a condutancia da membrana ion cloreto, ao abrir o0s
canais de cloreto induzindo a hiperpolarizacdo dos neurénios no hipocampo, e reduzindo a
excitabilidade celular (DEL OLMO et al., 2000).

A taurina é potencialmente capaz de tratar convulsGes associdadas a dano cerebral e,
pode se supor que grandes quantidades de taurina sejam liberadas como uma forma de regular
os efeitos do glutamato (MACIEJAK et al., 2010). Sobre a acdo neuroprotetora, a taurina
pode atenuar a acdo dos principais aminoacidos excitatorios: glutamato e aspartato
(MOLCHANOVA et al.,, 2006; MOLCHANOVA, 0OJA, SARANSAARI, 2007; WU,
PRENTICE, 2010).
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Estudos tém mostrado que a excitotoxicidade estd relacionada com uma
superproducdo de radicais livres no hipocampo de ratos adultos. A liberacdo excessiva de
aminoacidos como o glutamato e aspartato pode matar os neurbnios através da ativacdo
excessiva de seus receptores facilitando a instalacdo e/ou propagacdo das crises
(CAVALHEIRO et al., 1994; MELDRUM et al., 1994). Dependendo da maturidade neuronal,
0 glutamato pode induzir morte por apoptose ou necrose (FERRE et al., 1995) por alterar a
homeostase do célcio e induzir o estresse oxidativo (LEITE et al., 1990; SANTOS et al.,
2010). Segundo Freitas (2004) ocorre aumento na densidade de receptores glutamatérgicos no
hipocampo (FREITAS et al., 2004), sugerindo que isso pode ser adquirido durante o status

epilepticus.

O sistema glutamatérgico foi também implicado nas propriedades aditivas da
pilocarpina e parece ter um importante papel nos efeitos neurotdxicos da droga. O aumento da
estimulacdo dos receptores NMDA induz convulsdes e dano neuronal (KOHL, DANHARDT,
1995). Dentre os diferentes receptores glutamatérgicos, o receptor NMDA esta envolvido com
os sistemas cardiovascular, respiratério e neural (OLNEY, 1986; WEST, HUANG, 1994;
BERGER et al., 1995), todos os quais estdo seriamente comprometidos durante as convulsoes
induzidas por pilocarpina. O aspartato, um aminoacido excitatorio, o que pode facilitar o
desenvolvimento das convulsdes e seus efeitos neurotdxicos. Coyle e colaboradores (2001)
também detectaram um aumento do contetdo deste aminoacido durante o periodo agudo das

convulsdes induzidas por acido cainico.

Considerando estas informacdes e avaliando a atividade do chamba sobre a
concentracdo de aminoacidos, nosso estudo mostrou que os animais pré-tratados com chamba
(50 mg/Kg), bem como os animais pré-tratados com fenobarbital apresentaram reducdo da
concentragdo de glutamato quando submetidos ao modelo de convulsdo por pilocarpina e

comparados com o grupo controle.

Em resumo, os resultados do presente capitulo corroboram com os dados obtidos no
Capitulo 1, onde o chamba apresentou atividade anticonvulsivante e, possivelmente,
relacionada a reducdo da concentragdo dos aminoacidos excitatorios e aumento da

concentracdo de aminoacidos inibitdrios do sistema nervoso central.
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CAPITULO 4 - Analise Histopatoldgica

1 Introducéo

As células nervosas sdo destruidas ou danificadas apos vérias condicdes, tais como:
longos periodos de excitacdo, convulsdes severas, danos cronicos e em outras condigdes
neuropatologicas (SOLLAS et al., 2001).

A epilepsia do lobo temporal pode estar associada a esclerose do hipocampo
(LOTHAMN et al., 1981; MELDRUM et al., 1990). Patologicamente a esclerose hipocampal
refere-se a uma perda neuronal em grau variavel e relativamente seletiva em CA1, CA3 e
regides do giro denteado do hipocampo. A epilepsia do lobo temporal, a forma mais frequente
das epilepsias resistentes ao tratamento farmacoldgico entre a populacdo adulta, se caracteriza
por perda neuronal hipocampal e comprometimento cognitivo progressivo (GUEDES et al.,
2006). Em casos mais graves, além da esclerose hipocampal, ha perda neuronal também em
locais extra-hipocampais, como cdrtex entorrinal, giro para-hipocampal, amigdala, talamo e
cerebelo. Entretanto, a perda celular fora do hipocampo ndo ocorre a menos que haja também
perda neuronal no hipocampo (GUEDES et al., 2006).

O modelo de epilepsia induzido por pilocarpina tém sido extensivamente analisado,
uma vez que, exibe convulsbes recorrentes espontaneas e podem esclarecer muitas das
alteracOes vistas na epilepsia do lobo temporal de humanos. As mudancas histopatoldgicas
observadas no hipocampo reproduzem muitas destas alteracdes em humanos, incluindo perda
neuronal e remocdo do tecido de sustentacdo do SNC (PERSINGER, DUPONT, 2004;
KRSEK et al., 2004)

A pilocarpina pode ndo ser capaz de produzir toxicidade aguda, no entanto, pode
induzir neurodegeneracdo apds o estado epiléptico (fase aguda) e nas convulsdes recorrentes
espontaneas (fase cronica) (HOLMES et al., 2004; HOFFMANN et al., 2006). Do ponto de
vista estrutural, o hipocampo ¢ a regido cerebral mais sensivel aos efeitos neuropatoldgicos
desencadeados pela acdo epileptiforme resultante da ativagdo colinérgica (CAVALHEIRO et
al., 1995; SCORZA et al., 2005; AUVIN et al., 2010).
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As principais alteragdes descritas durante a fase aguda da convulsdo e estado
epiléptico sdo perda neuronal, gliose e degeneracdo vacuolar tipica, em vérias estruturas,
como hipocampo, corpo estriado e amigdala (FREITAS et al., 2003a). Novos estudos
histopatoldgicos e de possiveis alternativas para evitar o dano neuronal desenvolvido ap6s o

estado epiléptico devem ser realizados.

Com base na necessidade de novos agentes terapéuticos e do conhecimento da
atividade anticonvulsivante e antioxidante do extrato padronizado de chambd, no presente
capitulo aborda a investigacdo dos efeitos neuroprotetores do extrato em hipocampos de

animais submetidos ao status epilepticus apds convulséo induzida por pilocarpina
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2 Objetivos especificos

Avaliar a atividade neuroprotetora do extrato padronizado de Justicia pectoralis por
meio da porcentagem de danos neuronais nas areas CA1 e CA3 no hipocampo de animais pré-
tratados com o extrato e submetidos ao status epilepticus ap6s inducdo de convulsdo por

pilocarpina.
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3 Materiais e Métodos

Inducéo do status epilepticus

Os animais foram divididos em 3 grupos (n=4), pré-tratados, por via oral, com
chambé (50 mg/Kg — grupo 1), agua destilada (controle — grupo 2), agua destilada (posterior
grupo pilocarpina — grupo 3). Apés 1 hora, os grupos 1 e 3 receberam, inicialmente,
metilescopolamina 0,01% na dose de 1 mg/Kg (via subcutanea), visando minimizar os efeitos
colinérgicos periféricos da pilocarpina. Apds 30 minutos foi administrada pilocarpina (200
mg/Kg) para inducdo da convulsdo, descrito anteriormente no Capitulo 1, e monitorada a
ocorréncia do status epilepticus (SE) em cada animal. O SE é definido como crises clonicas
generalizadas e ininterruptas persistindo por um periodo minimo de 30 minutos antes do seu
término espontaneo (TURSKI et al., 1983b; CAVALHEIRO et al., 1991; SANABRIA,
CAVALHEIRO, 2000).

Depois da administracdo das drogas os camundongos foram continuamente
observados. Imediatamente apés o inicio do SE, os camundongos continuaram a ser
monitorados por 1 hora. Somente animais que apresentaram SE ininterruptos durante 1 hora

foram incluidos nos grupos.

Perfusdo e Corte em criostato

Os animais dos grupos 1, 2 e 3 foram anestesiados com xilazina (10mg/Kg) e
ketamina (90mg/Kg) administrados por via intraperitoneal para o procedimento cirdrgico. A
temperatura foi mantida entre 36,5 e 37°C. Apenas ap0s observacdo de anestesia profunda
por fortes pingadas na cauda, patas e esterno, sem que se observe qualquer reacdo do animal, a
perfusdo foi iniciada. O torax foi aberto com tesoura e uma agulha foi inserida no ventriculo
esquerdo, com uma tesoura pontiaguda realizou-se leve corte no atrio direito e o animal foi
perfundido através do ventriculo esquerdo com salina gelada, seguido de paraformaldeido a

4% em PBS. Os cérebros foram removidos e pds-fixados em formol tamponado por 24 horas,
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apos esse periodo foram armazenados em solucdo crioprotetora de sacarose a 30% em

geladeira.

Apbs 2 dias , os cérebros foram retirados da solucéo de sacarose e preparados para o
corte em criostato. A base da medula e cerebelo foram cortados com bisturi para aplainar a
superficie a ser colada ao suporte do criostato. O cérebro foi fixado a base do suporte com
cola especial para tecidos (Tissue-Tek®) e, entdo, cortado sequencialmente em fatias de 30
pum de espessura. Os cortes foram montados em laminas previamente gelatinizadas e mantidas

a temperatura ambiente até 0 momento da coloragéo.

Coloracéao de Nissl com violeta de cresila

As laminas foram incubadas em solucdo de 0,5 % de violeta cresil, preparada em
tampdo de acetato (20 % acetato de sdédio 2,7 % + 80 % de acido acético glacial a 1,2 %)
durante 10 minutos e protegidos da luz. Para fixar a marcacdo foram realizadas duas lavagens
em tampdo de acetato e desidratadas com duas passagens (de 20 segundos cada) em 100 %
etanol. As fatias foram clareadas em xileno durante 5 minutos e montadas usando o meio

DPX (ndo fluorescente).

Avaliacéo dos danos neuronais

A coloracdo de Nissl foi utilizada para a avaliacdo do grau de perda neuronal nas
camadas piramidais CA1 e CA3. Essa avaliacdo foi feita ao nivel do hipocampo dorsal
esquerdo. Foram utilizados dois cortes seriais para cada animal, distanciados 180 um entre
eles, da regido mencionada acima. Atribuiu-se um escore para cada uma das regides (CAl e
CA3) dos dois cortes, segundo a tabela 2, proposta por Nascimento et al (2012). Os valores
dos escores de cada regido foram ordenados para o calculo da mediana, a qual correspondeu
ao escore final da regido analisada em cada animal. A avaliacdo do grau de perda neuronal foi

feita utilizando-se um microscopio Nikon Optiphot 2, com a objetiva de 40 x e a identificacdo
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do grupo ao qual pertenciam os espécimes analisados ndo era do conhecimento do

experimentador

QUADRO 4 — Escores de danos neuronais

Neurdénios saudaveis (formato normal e mancha do nucleo e nucléolo indistinguivel
Escore
do controle)

100%

>75% e <100%

>50 % até < 75%

>25 9% até <50 %

Al W N | O

>0% até 25 %
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4 Resultados

4.1 Efeito do chamba sobre a porcentagem de danos neuronais em area CA1 hipocampal
de camundongos submetidos ao status epilepticus induzido por convulsdo por

pilocarpina

Neste protocolo foram determinados os danos neuronais na area CA1 de animais tratados
com chamba (50mg/Kg) e agua destilada que foram submetidos ao status epilepticus induzido
por convulsdo por pilocarpina (200 mg/Kg). O grupo controle foi tratado com agua destilada e
perfundido apos 1 hora.

Os animais tratados com pilocarpina apresentaram maior dano neuronal [2,0 £ 0,2887 (p
< 0,05)] quando comparados ao controle (1,0 + 0). Os animais pré-tratados com chamba
apresentaram menor dano neuronal [0,6250 + 0,2394 (p<0,01)] quando comparados ao grupo
pilocarpina (2,0 + 0,2887). (Figuras 30 e 31)
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FIGURA 30 Imagens representativas do efeito do chamba sobre os danos neuronais
(coloracdo Cresila violeta) em area CA1l hipocampal de camundongos submetidos ao
status epilepticus induzido por pilocarpina

Chamba (50 mg/Kg, v.0.) foi administrados 60 min antes do tratamento com pilocarpina. O
grupo controle nao foi submetido a inducdo de convulsao.

CTL: controle; CH: chambg; PILO: pilocarpina
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FIGURA 31 Efeito do chamba sobre a porcentagem de danos neuronais em area CAl
hipocampal de camundongos submetidos ao status epilepticus induzido por pilocarpina
Chambéa (50 mg/Kg, v.0.) foi administrados 60 min antes do tratamento com pilocarpina. O
grupo controle ndo foi submetido a inducdo de convulsdo. Os valores representam a média +
EPM (n = 4). Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Tukey.Valores
significativos comparados ao controle (*p<0,05; **p<0,01). avs CTL; b vs PILO.

CTL: controle; CH: chambd; PILO: pilocarpina
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4.2 Efeito do chamba sobre danos neuronais em area CA3 hipocampal de camundongos

submetidos ao status epilepticus induzidos por convulséo por pilocarpina

Neste protocolo foram determinados os danos neuronais na area CA3 de animais tratados com
chamba (50mg/Kg) e agua destilada que foram submetidos ao status epilepticus induzido por
convulsdo por pilocarpina (200 mg/Kg). O grupo controle foi tratado com agua destilada e

perfundido apos 1 hora.

Os animais tratados com pilocarpina apresentaram maior dano neuronal [2,167 + 0,1667
(p < 0,001)] quando comparados ao controle (1,0 + 0,2041). Os animais pré-tratados com
chamba apresentaram menor dano neuronal [1,250 £ 0,1443 (p<0,05)] quando comparados ao
grupo pilocarpina (2,167 £ 0,1667). (Figuras 32 e 33)
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FIGURA 32 Imagens representativas do efeito do chamba sobre os danos neuronais
(coloracdo Cresila violeta) em area CA3 hipocampal de camundongos submetidos ao
status epilepticus induzido por pilocarpina

Chamba (50 mg/Kg, v.0.) foi administrados 60 min antes do tratamento com pilocarpina. O
grupo controle ndo foi submetido a inducéo de convulséo.

CTL.: controle; CH: chamba; PILO: pilocarpina
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FIGURA 33 Efeito do chamba sobre a porcentagem de danos neuronais em area CA3
hipocampal de camundongos submetidos ao status epilepticus induzido por pilocarpina
Chambéa (50 mg/Kg, v.0.) foi administrados 60 min antes do tratamento com pilocarpina. O
grupo controle ndo foi submetido a inducdo de convulséo. Os valores representam a média +
EPM (n = 4). Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Tukey. Valores
significativos comparados ao controle (*p<0,05; ***p<0,001). a vs controle; b vs PILO.

CTL: controle; CH: chambd; PILO: pilocarpina
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5 Discussao

O hipocampo é um tecido vulneravel com alto potencial epileptogénico e extensivas
conexdes para outras areas (SURGES et al., 2008). A suscetibilidade desta estrutura deve-se
ao grande numero de sinapses excitatdrias que possui, estando também associada a maioria
das desordens comportamentais em epilepsia (FISHER, 1989; LOTHMAN et al., 1991). A
perda de neurdnios desta regido tem sido apontada como causa ou efeito da convulsdo, ja que
0 status epilepticus é caracterizado por convulsdes prolongadas ou repetidas frequentemente
seguidas por dano neuronal que envolve o hipocampo e outras estruturas limbicas (SUTULA
et al., 1994). Intensa destruicdo neuronal é observada no hipocampo, principalmente na sub-
area CA3.

No presente trabalho, a perda neuronal nas camadas piramidais de CAl e CA3
hipocampais dos animais do grupo 3 (pré-tratados com agua destilada) e submetidos ao status
epilepticus induzido pela pilocarpina foi similar a previamente descrita em outros trabalhos
com camundongos (TURSKI et al., 1984; CAVALHEIRO et al., 1996; BORGES et al., 2003)
mostrando que pilocarpina induz alteragfes comportamentais gerando crises convulsivas as
quais progressivamente envolvem sistemas ndo colinérgicos. Estas convulsdes causam uma
excessiva liberacdo de glutamato por neurdnios glutamatérgicos que estimulam a liberacdo
continua de acetilcolina. Esta atividade convulsiva “auto-propagante” resulta em dano
neuronal mediado pelo receptor NMDA (HAMILTON et al., 1997).

Nossos dados mostraram que as areas CAl e CA3 do hipocampo dos camundongos do
grupo 1 (tratados com chamba) e submetidos ao status epilepticus apresentaram significativa
protecdo neuronal quando comparados ao grupo pilocarpina. Nao houve diferenca,
significativa, entre os animais tratados com chamba e o grupo controle tratado apenas com

agua destilada.

Densidades axonais de origem colinérgica sé@o encontradas na camada piramidal das
areas CAl e CA3 do hipocampo de camundongos (AZNAVOUR et al., 2002). A camada
piramidal de CA3 faz parte do circuito glutamatérgico, e, portanto, também recebe estimulos
do aminoéacido excitatorio glutamato. A interacdo dos aminodcidos excitatorios com a

membrana dos elementos pés-sinapticos vulneraveis promove a ativacdo dos canais de Ca®* e
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determina seu influxo nos elementos celulares com alta densidade de canais de Ca**,
alterando a homeostase intracelular e promovendo sérias consequéncias no processo de
excitacdo e de comunicacéo celular (SIESJO et al., 1986; LANDFIELD et al., 1989; MOYER
etal., 1992).

Os fons célcio (Ca®") sdo importantes mensageiros intracelulares dirigindo funcdes
celulares, tais como diferenciacdo e crescimento, excitabilidade da membrana, exocitose e
atividade sinaptica. Os neurdnios possuem mecanismos homeostaticos para assegurar um alto
controle dos niveis citosélicos de Ca®*. No seu estado de repouso, os niveis de célcio livre séo
mantidos reduzidos (100nM). Deste modo elevacdes localizadas de Ca** que ocorrem na
vizinhanca de um canal idnico ou em locais que liberam Ca?* intracelulares podem
eficientemente ativar enzimas ou canais iénicos préximos. Os neurdnios controlam os niveis
intracelulares e a localizacéo dos fons Ca®* através de uma complexa interacdo entre o influxo,
efluxo, tamponamento e armazenamento interno de Ca’* (SATTLER, TYMIANSKI, 2000).

Em condicGes fisiologicas estes processos permitem multiplas cascatas sinalizantes
reguladas pelo Ca®* para ocorrerem independentemente, dentro dos limites da mesma célula.
Entretanto, excessivo influxo de Ca?* ou liberagdo a partir de depésitos intracelulares podem
elevar as cargas deste ion para niveis que excedem a capacidade dos mecanismos regulatorios
de Ca®. Isto leva a ativacdo inapropriada de processos Ca®‘-dependentes que estdo
normalmente inativos ou operam em baixos niveis, causando desarranjos e eventual morte
celular (ARUNDINE, TYMIANSKI, 2003; MATYAS et al., 2004).

Os resultados do presente capitulo corroboram com os dados obtidos nos Capitulo 1, 2
e 3, onde o chamba apresentou atividade anticonvulsivante através de varios mecanismos de
acdo, incluindo colinérgico; reduziu o estresse oxidativo e aumentou a atividade da enzima
antioxidante catalase; reduziu a concentracdo dos aminoécidos excitatérios e aumentou a
concentracdo de aminoacidos inibitérios do sistema nervoso central, promovendo, dessa
forma, protecdo ao hipocampo de animais submetidos ao status epilepticus induzido por

pilocarpina.
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6 CONCLUSAO

A avaliagdo do potencial anticonvulsivante do extrato padronizado de Justicia pectoralis

(Chambé) em camundongos nos mostrou que:

O chamba apresentou atividade anticonvulsivante contra convulsdes induzidas por

picrotoxina, estricnina, eletrochoque e pilocarpina;

Os animais pré-tratados com chambé apresentaram reducdo dos niveis de peroxidacéo lipidica

e de nitrito, bem como aumento na atividade da catalase;

Os animais tratados com chamba apresentaram aumento dos niveis dos aminoécidos

inibitdrios e reducao dos aminoacidos excitatérios do sistema nervoso central;

Chamb4 reduziu os danos neuronais nas areas CAl e CA3 hipocampais

Dessa forma, o estudo sugere uma acdo moduladora, exercida pelo extrato padronizado de
Justicia pectoralis, sobre a convulsdo através da alteracdo dos niveis de neurotransmissores,
aminoacidos, estresse oxidativo e danos neuronais, sendo estes, mecanismos envolvidos na

patologia.
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