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RESUMO 

Epilepsia é uma doença neurológica crônica caracterizada por convulsões recorrentes, 

resultante de descargas neuronais excessivas. Considerando que os processos inflamatórios e o 

estresse oxidativo estão relacionados à sua patogênese, investigamos os possíveis efeitos-

anticonvulsivantes de um derivado do aminoácido prolina oriundo de Sideroxylon obtusifolium, 

(também conhecido como quixaba, quixaba-preta, sapotiaba, espinheiro, coronilha) N-metil-

(2S,4R)-trans-4-hidroxi-L-prolina, (NMP) no modelo de convulsões-induzidas por pilocarpina 

e pentilenotetrazol (PTZ), bem como no modelo de estado-epiléptico(status epilépticus ou SE) 

usando a pilocarpina via intracerebroventricular- (i.c.v), em camundongos. Em-paralelo foram 

feitos testes in vitro usando linhagem secundária de astrócitos e testes in silico de-modelagem 

molecular (utilizando softwares e modelos computacionais). Para isso, os camundongos foram 

distribuídos em grupos tratados via oral com NMP (50, 100 e 200 mg/kg) e seus controles (O 

grupo controle recebeu salina). Os parâmetros comportamentais foram: tempo de latência para 

a primeira convulsão e tempo de morte. Além disso, imediatamente após a morte, áreas 

cerebrais foram dissecadas para análises bioquímicas. No modelo de SE, os efeitos da NMP 

(100 e 200 mg/kg) foram avaliados em testes comportamentais pela caracterização da 

preservação da-função cognitiva (testes do labirinto em Y e do reconhecimento de objetos). A 

viabilidade das células do hipocampo foi determinada por coloração de Nissl. Marcadores-

adicionais de dano celular foram estudados, como a proteína glial fibrilar ácida (GFAP); 

expressão da-molécula adaptadora de ligação de cálcio 1 (Iba-1) e caspase 3, usando, 

respectivamente-imunofluorescência e análises de western blot. Nossos resultados demonstram 

que a latência para a primeira-convulsão e latência à morte aumentou nos grupos pré-tratados 

com NMP, em comparação com os grupos controle. Além disso, as reduções nas concentrações 

de Dopamina e seu metabólito estriatal observadas no grupo pilocarpina foram parcialmente-

revertidas nos grupos NMP. As concentrações de GABA diminuíram e as concentrações de 

glutamato aumentaram após o uso de pilocarpina, sendo estas alterações também revertidas pela 

NMP. Da mesma forma, a NMP reduziu significativamente o estresse oxidativo cerebral 

observado no grupo tratado com pilocarpina. Os aumentos nas expressões hipocampais para 

IL-6 e IFN-gama, observados após administração de pilocarpina, foram revertidos pelo NMP, 

bem como o aumento da expressão da GFAP. Já no modelo usando a pilocarpina via icv, a 

mesma induziu déficits cognitivos, dano celular, aumento da expressão de GFAP, Iba-1 eGAT1 

no hipocampo. Essas alterações foram prevenidas pela NMP. Nos ensaios in vitro houve 

proteção da morte celular, menor dano mitocondrial e menor expressão de GFAP nas células 

tratadas com NMP. Também realizamos experimentos de acoplamento molecular revelando 

que a NMP se liga ao transportador 1 do ácido aminobutírico (GABA) (GAT1), e a expressão 

de GAT1 no hipocampo foi também caracterizada. Em conclusão, demonstramos os efeitos 

anticonvulsivantes e neuroprotetores significativos para NMP que provavelmente estão 

relacionados com o teor de L-prolina presente nesta fração metanólica (NMP), com as 

propriedades anti-inflamatórias e antioxidantes deste componente bioativo e /ou a sua interação 

com GAT-1. 

 

Palavras-chave: Efeitos anti-convulsivantes; estresse oxidativo; derivados da prolina; 

Sideroxylon obtusifolium; convulsões induzidas por pilocarpina; neuroproteção 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

EVALUATION OF THE ANTICONVULSIVE EFFECT AND NEUROPROTECTOR 

OF N-METHIL- (2S, 4R) -TRANS-4-HYDROXY-L-PROLINE ISOLATED FROM 

Sideroxylon obtusifolium (HUMB. EX ROEM. & SCHULT.) T.D. PENN. : 

RELATIONSHIP WITH THE L-PROLIN CONTENT OF THE MOLECULE 

 

ABSTRACT 

Epilepsy is a chronic neurological disease characterized by recurrent seizures, resulting from 

excessive neuronal discharges. Considering that inflammatory processes and oxidative stress 

are related to their pathogenesis, we investigated the possible anticonvulsant effects of a 

derivative of the amino acid proline from Sideroxylon obtusifolium, (also known as quixaba, 

black quixaba, sapoteiaba, hawthorn, coronet) - (2S, 4R) -trans-4-hydroxy-L-proline, (NMP) 

in the seizure-induced model of pilocarpine and pentylenetetrazole (PTZ), as well as in the 

state-epileptic model (status epilepticus or SE) using the pilocarpine via 

intracerebroventricular- (icv), in mice. In-parallel tests were performed in vitro using secondary 

lineage of astrocytes and in silico molecular modeling tests (using software and computational 

models). For this, the mice were distributed into groups treated orally with NMP (50, 100, and 

200 mg/kg) and their controls (The control group received saline). The behavioral parameters 

were: latency time for the first seizure and time of death. Also, immediately after death, brain 

areas were dissected for biochemical analysis. In the SE model, the effects of NMP (100 and 

200 mg/kg) were evaluated in behavioral tests by characterizing the preservation of cognitive 

function (Y-labyrinth tests and object recognition). The viability of the hippocampus cells was 

determined by Nissl staining. Additional markers of cell damage have been studied, such as 

glial fibrillar acid protein (GFAP); expression of the calcium-binding adapter molecule 1 (Iba-

1), and caspase 3, using, respectively, immunofluorescence and western blot analyzes. Our 

results demonstrate that latency to first seizure and latency to death increased in groups pre-

treated with NMP, compared with control groups. Besides, the reductions in the concentrations 

of Dopamine and its striatal metabolite observed in the pilocarpine group were partially 

reversed in the NMP groups. GABA concentrations decreased and glutamate concentrations 

increased after using pilocarpine, and these changes are also reversed by NMP. Likewise, NMP 

significantly reduced brain oxidative stress seen in the pilocarpine-treated group. The increases 

in hippocampal expressions for IL-6 and IFN-gamma, observed after pilocarpine 

administration, were reversed by NMP, as well as the increase in GFAP expression. In the 

model using pilocarpine via icv, it induced cognitive deficits, cell damage, increased expression 

of GFAP, Iba-1 eGAT1 in the hippocampus. These changes were prevented by the NMP. In in 

vitro tests, there was protection from cell death, less mitochondrial damage, and less GFAP 

expression in cells treated with NMP. We also performed molecular coupling experiments 

revealing that NMP binds to transporter 1 of aminobutyric acid (GABA) (GAT1), and the 

expression of GAT1 in the hippocampus was also characterized. In conclusion, we demonstrate 

the significant anticonvulsant and neuroprotective effects for NMP that are probably related to 

the L-proline content present in this methanolic fraction (NMP), with the anti-inflammatory 

and antioxidant properties of this bioactive component and/or its interaction with GAT-1. 

 

Key words: Anti-convulsive effects; oxidative stress; proline derivatives; Sideroxylon 

obtusifolium; seizures induced by pilocarpine; neuroprotection 
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MELAS: mitochondrial encephalopathy, lactic acidosis, stroke-like episodes, i.e. encefalopatia 

mitocondrial, acidose lática e episódios tipo AVC 

MERF: myoclonic encephalopathy with ragged red fibers, i.e. encefalopatia mioclônica com 

fibras vermelhas “esfarrapadas” 

Mg+2: cátion magnésio 

ML: eixo ou coordenada mediolateral 

MRS: magnetic resonance spectroscopy, i.e. espectroscopia por ressonância magnética (de 

Voxel único ou múltiplo) 

myk: 1) alelo Myshkin 

N: 1) nitrogênio; 2) domínio ligador de nucleotídeo da NKA  

Na+,K+ATPase: adenosina-trifosfatase sódio-potássio ativada dependente de magnésio, 

bomba de sódio da família das ATPases tipo P 

Na+: cátion sódio 

nAChR: receptor nicotínico da acetilcolina 

NARP: Neuropatia, ataxia e retinite pigmentosa 

NCX: natrium-calcium exchanger, i.e. trocador iônico sódio-cálcio 

NH4+: cátion amônio 

NIH: National Institutes of Health 

NINDS: National Institutes of Neurological Disorders and Stroke 

NKA: adenosina-trifosfatase sódio-potássio ativada dependente de magnésio, bomba de sódio 

da família das ATPases tipo P 

nm: nanometro 

NMDA: 1) N-metil-D-aspartato 2) receptor (ionotrópico) de glutamato  

NO2-: nitrito 

ºGL: Graus Gay-Lussac (concentração de álcool etílico em porcentagem volumétrica)  

OMS: Organização Mundial de Saúde 

PO: pós-operatório 

PTZ: pentilenotetrazol 

PVPI: iodo-polivinilpirrolidona 



 

 

 

 

 

RE: reflexo de endireitamento 

REDOX: redução-oxidação 

s.c.: via subcutânea 

SCA: spinocerebellar ataxia, i.e. ataxia espinocerebelar de início na infância 

SE: status epilepticus 

SEC: status epilepticus convulsivo 

SENC: status epilepticus não convulsivo 

SERCA: sarco-endoplasmic reticulum calcium ATPase, i.e. cálcio-adenosina-trifosfatase do 

retículo sarcoplasmático 

SNC: Sistema nervoso central 

SPECT: single photon emission computadorized tomography, i.e. tomografia computadorizada 

por emissão de fóton único, uma técnica de imagenologia funcional 

T: tálamo 

t1: primeiro marco temporal da definição operacional de status epilepticus de 2015 

t2: segundo marco temporal da definição operacional de status epilepticus de 2015 

TBARS: thiobarbituric acid reactive substances, i.e. substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico  

TCE: trauma crânio-encefálico 

TCG: (crise epiléptica) tônico-clônica generalizada 

THB: transtorno do humor bipolar 

TMS: transcranial magnetic stimulation, i.e. estimulação magnética transcraniana 

TSC: tuberous sclerosis complex, i.e. complexo esclerose tuberosa 

Tyr: tirosina 

U: Unidade(s) 

v: volume 

vídeo-EEG: vídeo-eletroencefalografia 

VL: ventrículo cerebral lateral 

Vmáx: velocidade máxima 

VNS: vagus nerve stimulation i.e. estimulação vagal 

WAR: Wistar audiogenic rat, uma variante da cepa albina Wistar de Rattus norvegicus  

WBT: whole body twitch, i.e. sacudidela mioclônica de corpo inteiro (tipo sobressalto ou 

“startle”) 

WDS: wet dog shake, i.e. sacudidela tipo “cão molhado” 

WFN: World Federation of Neurology 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1. Epilepsia: conceito, epidemiologia e classificação  

 

A Epilepsia é uma doença neurológica crônica bastante comum em todo mundo. 

Há registros históricos de ocorrência de crises epiléticas desde as antigas sociedades; e 

em muitos lugares, mesmo nos dias atuais, está associada ao conceito de possessão 

demoníaca resultando muitas vezes em comportamentos preconceituosos em relação à 

convivência com os pacientes (ALEXANDRE; LINO; DE LICENCIATURA, 2006). A 

epilepsia afeta pessoas de todas as idades, raças, classes sociais, e localizações 

geográficas e se caracteriza por caracterizado por uma predisposição duradoura de gerar 

convulsões e pelas comorbidades cognitivas e psicológicas, gerando muitas vezes 

consequências sociais por conta dessas recorrentes crises convulsivas (FISHER et al., 

2005). 

De acordo com a ILAE (International League Against Epilepsy) a epilepsia pode 

ser definida como duas ou mais convulsões não provocadas em um intervalo de tempo de 

menos de 24 horas de distância entre uma convulsão e outra. Uma convulsão não 

provocada é uma convulsão que ocorre na ausência de fatores precipitantes. Convulsões 

não provocadas incluem eventos ocorrendo na ausência de reconhecido agente etiológico 

ou fatores de risco (convulsões idiopáticas e criptogênicas), em pacientes com 

antecedentes estáveis ou naqueles com anormalidades progressivas do SNC, como 

tumores cerebrais ou estados degenerativos (BEGHI, 2020). 

O início da convulsão pode ser focal (convulsões decorrentes de um hemisfério 

do cérebro), generalizado (convulsões originárias em ambos os hemisférios 

simultaneamente) ou desconhecida. As do tipo focal são classificadas de acordo com o 

nível de consciência utilizando-a como um marcador para saber se está intacta ou alterada. 

As convulsões focais e generalizadas também são divididas em motoras e não motoras. 

A (ILAE), através da Comissão de Classificação e Terminologia, elaborou uma 

classificação operacional de crises epilépticas e essas mudanças têm a finalidade de 

melhorar a capacidade intuitiva, transparência e versatilidade das classificações, 

permitindo um melhor diagnostico. A nova classificação tem uma versão básica e uma 

versão expandida, dependendo das necessidades e experiência do indivíduo que utiliza a 

classificação como mostra a figura 1 (FISHER et al., 2017). 
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Figura 1 - Classificação de crises epilépticas segundo a ILAE 2017 versão resumida e 

estendida 

 

 

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

 

Os autores destacam nesta atualização: 
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• Para crises focais, a especificação do nível de percepção é opcional. 

Percepção mantida significa que a pessoa está ciente de si e do meio 

ambiente durante a crise, mesmo se estiver imóvel.  

• Uma crise focal perceptiva corresponde ao termo anterior crise parcial 

simples.  

• Uma crise focal disperceptiva ou com comprometimento da percepção 

corresponde ao termo anterior, crise parcial complexa, e o 

comprometimento da percepção em qualquer parte da crise obriga a 

utilização da denominação crise focal disperceptiva.  

• Há a opção de classificar as crises focais perceptivas e disperceptivas em 

sintomas motores e não motores, refletindo o primeiro sinal ou sintoma da 

crise.  

• Crises devem ser classificadas pela característica proeminente mais 

precoce, exceto em crises focais com parada comportamental a qual deve 

ser a característica dominante durante toda a crise.  

• O nome crise focal também pode omitir a menção à percepção quando esta 

percepção não é aplicável ou é desconhecida e então deve-se diretamente 

classificar a crise pelas características motoras ou não motoras. 

•  Em crises atônicas e espasmos epilépticos usualmente não se especifica a 

percepção.  

• Crises cognitivas implicam em comprometimento da linguagem ou outros 

domínios cognitivos ou em características positivas tais como déjà vu, 

alucinações, ilusões ou distorções da percepção.  

• Crises emocionais envolvem ansiedade, medo, alegria, outras emoções, ou 

aparecimento de afeto sem emoções subjetivas.  

• Uma ausência é atípica por apresentar início e término gradativos ou 

alterações no tônus corporal acompanhados de complexos de onda aguda-

onda lenta no eletroencefalograma (EEG).  

• Uma crise pode ser não classificada por informação inadequada ou 

incapacidade de colocá-la em outras categorias. 

 

O termo “estado epiléptico” ou status epilepticus (SE) é definido como convulsões 

persistentes ou recorrentes devido a uma falha nos mecanismos de término das 
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convulsões. O SE é uma convulsão com tempo suficientemente prolongado ou repetido 

em intervalos breves de modo a produzir uma condição epiléptica duradoura. SE pode ter 

consequências a longo prazo, incluindo lesão neuronal ou morte e alteração de redes 

neuronais, dependendo sobre o tipo e duração das convulsões. Um novo diagnóstico 

classificação de SE foi recentemente proposta (TRINKA et al., 2015). 

Nas convulsões do tipo tônico-clônicas bilaterais, tem sido bem aceito que 5 

minutos de atividade convulsiva constituem o status e foi demonstrado que as 

consequências de longo prazo começam aos 30 minutos de status. Dados semelhantes 

estão faltando para o status epilepticus focal. No entanto, recentemente, a (ILAE) propôs 

a duração de 10 minutos como um ponto de tempo para o qual o estado epiléptico focal 

pode ser definido (denominado "ponto t1") e 60 minutos para os quais as consequências 

a longo prazo podem ocorrer (denominado “ponto t2”). Estes são termos arbitrários que 

carecem de evidências substanciais no caso de SE focal (CLAASSEN; GOLDSTEIN, 

2017; TRINKA et al., 2015). 

Segundo Trinka et al. (2015), esta definição é conceitual, com dois pontos 

temporais: 1) o ponto temporal t1 a partir do qual a crise epiléptica deve ser olhada como 

“anormalmente prolongada” ou “atividade crítica contínua” e 2) o ponto temporal t2 a 

partir do qual há risco de consequências de longo prazo devidas à contínua atividade da 

crise epiléptica. Tal definição com dois pontos temporais tem duas implicações clínicas 

(operacionais) claras: t1 determina o tempo no qual o tratamento deve ser iniciado, 

enquanto que t2 determina o quão agressivo deve ser o tratamento implantado para 

prevenir consequências de longo prazo tais como alterações cerebrais 

neurodegenerativas, psicopatologia, dano cognitivo e epilepsia. No caso do SE 

convulsivo generalizado tônico-clônico, os pontos temporais, respectivamente 5 minutos 

e 30 minutos, são ambos baseados em pesquisa clínica e experimental e, embora sejam 

considerados a melhor estimativa baseada em evidências atualmente disponível, ainda 

assim são uma estimativa incompleta e sujeita a variações. Não estão disponíveis dados 

estimativos como estes para outros tipos de SE como o convulsivo tipo mioclônico, o 

convulsivo parcial (focal) nem para os status não convulsivos como o status de ausência 

e o status sutil, mas pesquisas clínicas e básicas estão sendo feitas neste campo e, na 

medida em que aumente o conhecimento baseado em evidências sobre tipos específicos 

de SE, espera-se incorporar tais estimativas à atual definição sem detrimento dos 

conceitos subjacentes. O domínio de tempo poderá variar consideravelmente entre 

diferentes formas de SE. 
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A incidência mediana de convulsões sintomáticas agudas graves é de 100.000 por 

ano. As convulsões sintomáticas agudas predominam na classe etária mais jovem 

(menores de 1 ano de idade) e nos idosos. A febre, lesão cerebral traumática, doença 

cerebrovascular, drogas, infecção e insultos metabólicos estão entre os fatores inerentes 

mais comuns (FIEST et al., 2017). 

A epilepsia afeta mais de 65 milhões de pessoas por ano e a taxa de incidência 

agrupada de epilepsia foi 61,4 por 100.000 pessoas-ano de acordo com uma meta-análise 

a incidência foi maior em países de baixa/média renda. Isso pode ser explicado pela 

diferente estrutura das populações em risco e maior exposição ao risco perinatal. A 

incidência de epilepsia também é maior em classes socioeconômicas mais baixas em HIC 

e, dentro da mesma população, pessoas de diferentes origens étnicas (BEGHI; 

HESDORFFER, 2014). 

Cerca de 2-5% das pessoas em todo o mundo já tiveram ou terão pelo menos uma 

crise epiléptica ao longo da vida; não obstante apenas 33% delas desenvolverão as crises 

recorrentes que caracterizam a epilepsia. Aproximadamente 50% das pessoas que tem 

uma crise epiléptica sofrerão recorrência nos dois anos subsequentes (HART, 2012; 

BEHR et al., 2016) 

 

1.2. O papel da transmissão glutamatergica, gabaérgica e dopaminérgica nas 

crises convulsivas  

 

A epilepsia do lobo temporal é a forma mais comum de epilepsia. É caracterizada 

por convulsões espontâneas recorrentes, muitas vezes estando associada à esclerose do 

hipocampo. As convulsões podem ser caracterizadas como manifestações clínicas 

resultantes de descargas neuronais anormais, produzindo uma superexcitação dos 

neurônios, podendo ocorrer também através da quebra do equilíbrio entre os mecanismos 

de neurotransmissão inibitórios e excitatórios. Os mecanismos de ativação, propagação e 

manutenção da convulsão são muito estudados, no entanto ainda pouco conhecidos 

(ANDRADE-VALENÇA et al., 2006; MENDES DE FREITAS, 2011). 

O ácido gama- aminobutírico (GABA) é o principal transmissor inibitório no 

encéfalo e na medula espinhal, exercendo um importante papel no sistema nervoso, pois 

atuam na prevenção da excitação excessiva e coordenação das atividades das redes de 

neurônios. A transmissão sináptica inibitória é mediada por canais ionotrópicos 
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GABAérgicos e glicinérgicos que possuem permeabilidade ao íon-cloreto (KANDEL; 

DUDAI; MAYFORD, 2014). 

O bloqueio do GABA e/ou da neurotransmissão inibitória mediada pela glicina ou 

o aumento da neurotransmissão excitatória pode induzir atividade neuronal 

assemelhando-se a mudanças de despolarização. Efeitos semelhantes são vistos com 

agentes epileptogênicos que atuam nos mecanismos intrínsecos de excitabilidade da 

membrana subjacente, como aumento da condutância de sódio ou correntes 

despolarizantes de cálcio ou reduzindo as correntes hiperpolarizantes de potássio. Além 

disso, acredita-se que a maioria dos medicamentos anticonvulsivante modificam a 

neurotransmissão excitatória e inibitória por meio de efeitos sobre os canais iônicos 

dependentes de voltagem, receptores GABAA e mediados por glutamato sobre a 

neurotransmissão excitatória (BERNSTEIN; QUICK, 1999; HIROSE, 2014). 

Os transportadores de GABA ou GATs são uma grande família de 

neurotransmissores que são dependentes da concentração de Na+. Eles são encontrados 

em várias regiões do cérebro e em diferentes tipos de células, como astrócitos. Esses 

transportadores são os principais responsáveis pela regulação da concentração 

extracelular de GABA durante a atividade basal e sináptica. Eles são responsáveis por 

criar gradiente de GABA que é determinado pelo potencial de membrana e pela 

concentração de Na+ e Cl-. Também estão presentes na membrana plasmática dos 

neurônios e da glia, onde ajudam a definir sua função de regulação da concentração de 

GABA. A figura 2 mostra um esquema dessa ativação (BERNSTEIN; QUICK, 1999). 

Após a liberação dos terminais pré-sinápticos, o GABA é rapidamente removido 

do espaço extracelular pelos GATs, a fim de manter a homeostasia do GABA e evitar a 

ativação tônica excessiva destes receptores sinápticos e extra-sinápticos. Além disso, a 

reversão da função dos GATs pode resultar na liberação adicional de GABA sob certas 

condições patológicas e fisiológicas (JIN et al., 2011; SCIMEMI, 2014) 
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Figura 2 – Transmissão GABAérgica e transportadores GATs 

 

O desenho descreve uma sinapse GABAérgica no cérebro, onde o GABA é liberado exocitoticamente e 

atua sobre receptores pós-sinápticos específicos. O sinal é encerrado pela remoção de GABA da fenda 

sináptica pelo transporte de GABA de volta para o terminal nervoso pelo transportador de GABA da 

membrana plasmática GAT1. O GABA atua em sinapses inibitórias no cérebro por meio da ligação aos 

receptores específicos transmembranares na membrana plasmática de ambos os neurônios, pré e pós-

sináptico, em processos neuronais. Essa ligação provoca a abertura de canais iônicos para permitir o influxo 

de íons de carga negativa, como íons cloreto, na célula ou íons potássio, carregados positivamente, para 

fora da célula. Tal ação resulta numa mudança negativa no potencial transmembranar, normalmente 

causando hiperpolarização. Os (GAT) são dependentes da concentração de Na +.Esses transportadores são 

os principais responsáveis pela regulação da concentração extracelular de GABA durante a atividade basal 

e sináptica. Eles são responsáveis por criar um gradiente de GABA que é determinado pelo potencial de 

membrana e pela concentração de Na + e Cl -. Também estão presentes na membrana plasmática dos 

neurônios e da glia, que ajudam a definir sua função de regulação da concentração de GABA, pois atuam 

como receptores que facilitam a reciclagem de GABA no espaço extracelular. GAT1 e GAT3 são os 

principais transportadores de GABA no cérebro e na medula espinhal , expressos por neurônios e alguns 

astrócitos Fonte: SCIMEMI (2014). 

 

Dentre os transportadores do GABA o GAT-1 merece destaque pois remove o 

GABA da fenda sináptica. O transportador GABA 1 usa a energia da dissipação de um 

gradiente de Na+, auxiliado pela presença de um gradiente de Cl- para translocar o GABA 

através das membranas neuronais do SNC. Alterações nesses transportadores têm sido 

relacionado a doenças como epilepsia e esquizofrenia (HASHIMOTO et al., 2008; JIN et 

al., 2011) 

O glutamato é o aminoácido neurotransmissor excitatório predominante do 

cérebro de mamíferos adultos e é crítico para a execução normal de vários processos. A 

liberação pré-sináptica de glutamato depende do cálcio na fenda sináptica e é conduzida 

em resposta à despolarização neuronal. Do mesmo modo que o glutamato, o 

https://pt.wikipedia.org/wiki/C%C3%A9rebro
https://pt.wikipedia.org/wiki/Membrana_plasm%C3%A1tica
https://pt.wikipedia.org/wiki/Neur%C3%B4nio
https://en.wikipedia.org/wiki/Membrane_potential
https://en.wikipedia.org/wiki/Membrane_potential
https://en.wikipedia.org/wiki/Plasma_membrane
https://en.wikipedia.org/wiki/Glia
https://en.wikipedia.org/wiki/Spinal_cord
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neurotransmissor inibitório ácido γ-aminobutírico (GABA), medeia seus efeitos 

inibitórios por meio de várias subclasses de receptores ionotrópicos e metabotrópicos 

(Figura 3). Dentre os receptores ionotrópicos de glutamato pós-sinápticos, os receptores 

de ácido α-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropiônico (AMPARs) são críticos para a 

neurotransmissão excitatória rápida. Já os receptores N- metil- d- aspartato (NMDARs) 

medeiam muitos dos potenciais excitatórios pós-sinápticos lentos, essenciais para o 

processamento global de informações (BARKER-HALISKI; STEVE WHITE, 2015). O 

glutamato também pode interagir com um receptor ionotrópico de glutamato, o receptor 

cainato, que tem um papel menos claramente compreendido na sinalização neuronal 

podendo incluir a modulação pré e pós-sináptica da neurotransmissão excitatória 

(BARKER-HALISKI; STEVE WHITE, 2015; LERMA; MARQUES, 2013).  

O efeito do glutamato nesses subtipos de receptores estimula, assim, uma série de 

eventos pré e pós-sinápticos, todos subjacentes à atividade neuronal normal e anormal 

(ROWLEY et al., 2012). 

 

Figura 3 – Transmissão Glutamatérgica 

 

Para exercer suas funções, o glutamato age em receptores específicos localizados na superfície da 

membrana celular. Estes receptores são classificados de acordo com as suas propriedades farmacológicas e 

funcionais, e são divididos em: i) receptores ionotrópicos (NMDA, AMPA e cainato) são aqueles que 

quando ativados tornam-se permeáveis a cátions como sódio (Na+) e cálcio (Ca2+); ii) receptores 

metabotrópicos são proteínas transmembrana acoplados a proteínas G que quando ativados promovem a 

modulação de efetores intracelulares (ativação de segundos mensageiros).O grande número de sinapses 

glutamatérgicas combinadas com a sua variada distribuição pelas diversas áreas do SNC, torna o cérebro 

particularmente vulnerável a qualquer modificação nos níveis extracelulares de glutamato. A intensidade 

da estimulação dos receptores glutamatérgicos é proporcional a concentração do neurotransmissor no fluído 

extracelular. A sua excessiva liberação e consequente acumulação na fenda sináptica o torna tóxico devido 
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à excessiva estimulação de seus receptores. Então, é de grande importância para as células neurais que os 

níveis extracelulares de glutamato sejam mantidos baixos. Como não há evidências sobre a presença de 

uma enzima que metabolize o glutamato extracelular, o sistema de transporte de glutamato é o mecanismo 

que a célula realiza para retirar o neurotransmissor do meio extracelular e, assim, interromper a sua ação 

nos seus receptores pós-sinápticos. Os Transportadores de Aminoácido Excitatório são proteínas que 

realizam o transporte de glutamato do meio extracelular para o meio intracelular com alta afinidade e 

dependência de íons sódio. Os transportadores estão presentes na membrana celular de neurônios e células 

da glia, sendo os últimos considerados quantitativamente mais importantes para manter baixa a 

concentração extracelular do glutamato Adaptado-de Barker-Haliski, Steve White (2015). 

 

A evidência do papel do glutamato em convulsões e na epileptogênese é 

demonstrada em diversos modelos animais e humanos durante SE. A liberação de 

glutamato induzida por SE resulta na superestimulação de receptores de glutamato, 

incluindo NMDARs, atividade convulsiva sustentada de longo prazo e desenvolvimento 

de dano cerebral induzido por convulsão. Com SE prolongado, os receptores GABA são 

internalizados e NMDARs migram para sinapses neuronais, sendo que estes efeitos levam 

à redução da inibição e hiperexcitabilidade. Essas mudanças induzidas por SE na 

localização do receptor destacam por que as drogas que têm como alvo a 

neurotransmissão GABAérgica provavelmente falham em suprimir convulsões 

associadas a SE sustentado, enquanto o tratamento com antagonistas NMDAR em 

combinação com agonistas GABA e outros agentes pode muitas vezes atenuar com 

sucesso SE experimental (BARKER-HALISKI; STEVE WHITE, 2015; GAO et al., 

2014; RODRÍGUEZ-MORENO, 2006). 

A neurotransmisão dopaminérgica parece estar bem implicada na propagação e 

manutenção das crises convulsivas induzidas pela pilocarpina. Em modelos animais 

usando altas doses de pilocarpina, foram observados um aumento na atividade motora e 

uma concomitante diminuição na dopamina estriatal. O sistema dopaminérgico é 

particularmente interessante, no que se refere aos seus efeitos no processo convulsivo, já 

que a ativação dos receptores D1 e D2 produz respostas opostas para a atividade 

epiléptica. O limiar das convulsões é inversamente proporcional ao conteúdo 

nigroestriatal de dopamina. A depleção da dopamina aumenta a resistência às convulsões 

(MENDES DE FREITAS, 2011). 

 

1.3. Estresse oxidativo, inflamação e papel da glia nas crises epilépticas 

 

O estresse oxidativo ocorre quando existe um desequilíbrio entre as substâncias 

pró-oxidantes e antioxidantes. Mostrou-se estar associado com espécies reativas de 

oxigênio (ERO), espécies reativas de nitrogênio (ERN) e vias de sinalização do óxido 
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nítrico (NO), através das quais o NO biodisponível diminui e a produção de ERO e ERN 

aumenta. Todo este processo é induzido por respostas inflamatórias e processos 

metabólicos mitocondriais subsequentes geram moléculas de radicais livres altamente 

reativas. O cérebro humano consome cerca de 20% do oxigênio produzido, sendo este o 

principal produtor de radicais livres. Maior parte da energia produzida é utilizada para 

retomar o potencial de repouso das células excitatórias. Nesse sentido, o SNC possui uma 

grande quantidade de mitocôndrias com o objetivo de suprir essa grande quantidade de 

energia, tornando-o altamente vulnerável a qualquer disfunção desta organela (BERRA; 

MENCK; DI MASCIO, 2006). 

A descarga anormal que ocorre na epilepsia consome muita energia e isto implica 

no estresse oxidativo observado, tornando-se um evento emergente na fisiopatologia 

desta doença (GREWAL et al., 2017). Além disso, alterações relacionadas ao estresse 

oxidativo podem ser quantificadas através de modelos de vários modelos pré-clínicos de 

convulsão e SE (GAO et al., 2018; WALDBAUM; PATEL, 2010).  

Tanto na epilepsia como em outras doenças neurológicas como doença de 

Parkinson, doença de Alzheimer, escleroses e isquemia cerebral, e dentre outras, há 

evidência de elevada quantidade de mediadores inflamatórios em tecidos cerebrais, 

mostrando o papel da inflamação na fisiopatologia destas doenças (STEPHENSON et al., 

2018).  

Clinicamente, na epilepsia e nas crises epilépticas, o papel da inflamação na 

fisiopatologia é hipotético; entretanto o processo inflamatório pode atuar tanto no início 

de uma crise como na manutenção de um processo epileptogênico. Evidências da 

existência de uma relação entre crises epilépticas e processo inflamatório já foram 

encontradas, tais como: boa resposta clínica ao uso de fármacos anti-inflamatórios como 

terapia coadjuvante nos casos de epilepsia refratária aos tratamentos convencionais; A 

presença de marcadores inflamatórios como as interleucinas 6 (IL-6), interleucina 1 (IL-

1) fator de necrose tumoral (TNF-alfa), entre outras, já foram visto em pacientes com esta 

doença como também em vários modelos pré-clínicos. As respostas imunes anormais, 

febre e infecções comuns podem gerar crises epilépticas em decorrência da inflamação 

associada (GUZZO; PEDRINI; BREIGEIRON, 2020; MARCHI; GRANATA; 

JANIGRO, 2014). 

As células gliais fazem parte do Sistema Nervoso e dentre suas diversas funções 

destacam-se o auxílio no suporte e as ações no funcionamento do sistema nervoso central. 

A microglia por exemplo é a célula glial que desempenha o papel imunomodulador no 
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SNC. Os astrócitos são as células gliais encontradas em maior quantidade no SNC, tendo 

importância no suporte trófico, metabólico e estrutural dos neurônios. A interação entre 

os astrócitos e os neurônios em situações fisiológicas é conhecida de longa data 

(KHURGEL; IVY, 1996). 

Os astrócitos expressam muitas citocinas e fatores neurotróficos que podem 

interferir no metabolismo e na sobrevivência neuronal pois estas moléculas regulam a 

sinalização sináptica e podem também apresentar influência sobre o desenvolvimento das 

células neuronais precursoras do SNC. Quando o SNC sofre uma lesão, os astrócitos 

tornam-se reativos, estado no qual a célula deflagra mecanismos de neuroproteção 

(DRINGEN; SCHEIBER; MERCER, 2013). A reatividade dos astrócitos é uma 

característica patológica de vários tipos de epilepsias: focal refratária, epilepsia 

secundária à isquêmica, traumática, infecciosa ou lesão cerebral. O termo sinapse 

tripartite se refere ao conceito baseado na presença de uma comunicação entre os 

astrócitos e neurônios no ambiente sináptico, adicionando o conceito de que glia e sinapse 

trocam informações como demonstrado na Figura 4 (COULTER; STEINHÄUSER, 

2015). 

 

Figura 4 -Estrutura da sinapse tripartite  

 

Liberação de glutamato na fenda sináptica. O receptor metabotrópico tipo II mGluR também está presente 

pré-sinapticamente e pode limitar a liberação sináptica de glutamato. O astrócito pode liberar diretamente 

glutamato, regulando a atividade pré- e pós-sináptica. O excesso de glutamato é removido pelos 

transportadores astrocitários de glutamato. Receptores do tipo AMPA, quando ativados, permitem influxo 

de sódio e consequente despolarização da membrana neuronal. Os receptores NMDA também são ativados 

pelo glutamato, juntamente com seu co-agonista, a D-serina (GOMES; TORTELLI; DINIZ, 2013). 

 

1.4. Tratamento farmacológico: drogas anticonvulsivantes 
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A Primeira geração das drogas antiepilépticas ou anticonvulsivantes foi 

introduzida/descoberta/desenvolvida entre 1857-1958, e inclui alguns fármacos como o 

brometo de potássio, fenobarbital, fenitoína, primidona, trimitadiona e etossuximida 

(SHORVON., 2009). A fenitoína tem mecanismo de ação através do bloqueio de canais 

de sódio (Na+) (ROWAN et al., 2005). A ação do fenobarbital está relacionada ao 

aumento da ação do GABA, através dos receptores GABAA e inibição da ação do 

glutamato, bloqueando os canais de sódio No entanto os fármacos de primeira geração 

apresentam um número significativo de efeitos adversos (LOSHER; SCHMDIT, 2002). 

Os fármacos de segunda geração (1960-1975) incluem carbamazepina, valproato, 

benzodiazepínicos entre outros (SHORVON, 2009). A carbamazepina atua, também, 

através do bloqueio de canais de Na+ inibindo descargas repetidas (ROWAN et al., 2005). 

Valproato produz sua ação dificultando excitação mediada pelo glutamato e bloqueando 

canais de Na+ dependentes de voltagem-como também interação nos receptores GABA. 

Os Benzodiazepínicos aumentam a ação do GABA aumentando a frequência de abertura 

dos receptores (PORTO et al., 2007). As drogas de terceira geração (a partir de 1980) 

incluem vigabatrina, lamotrigina, felbamato, gabapentina, topiramato, tiagabina, 

levetiracetan entre outros (SHORVON, 2009). Vigabratina aumenta os níveis de GABA, 

agindo especificamente na enzima gaba transaminase (ROGAWSKI; CAVAZOS, 2015). 

A Lamotrigina antagoniza canais de Na+ dependentes de voltagem (DUPERE et 

al., 1999). O Felbamato é um modulador do receptor GABAérgico, mas também age 

inibindo os receptores NMDA (RHO et al. 1994). Gabapentina é um agonista de 

receptores GABAérgicos (ROGAWSKI; CAVAZOS., 2015). Topiramato age através da 

potencialização da transmissão GABAérgica e a inativação de canais de Na+ sensíveis a 

voltagem e interfere na transmissão glutamatérgica (KWAN et al., 2001). Já Tiagabina 

possui mecanismo ação através da inibição do transportador de GABA 1, o GAT-1 

(GOODMAN; GILMAN, 2012). Os eventos adversos destas drogas representam uma 

causa importante na descontinuação do tratamento como, também, podem impedir o uso 

de doses mais eficazes (PERUCCA; GILLIAM, 2012). 

 

1.5. Modelos pré-clínicos para estudo da epilepsia e desenvolvimento de 

fármacos  

 

Os modelos experimentais ajudam na triagem de drogas antiepilépticas (WHITE, 

1997) contribuindo no conhecimento sobre os mecanismos envolvidos na origem e 
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manutenção das crises. Modelos in vivo ajudam a reproduzir as crises comuns na epilepsia 

e a maior parte do conhecimento adquirido foi devido ao uso de animais, especialmente 

roedores, sendo uma importante ferramenta de pesquisa pré-clínica (GRONE; 

BARABAN, 2015). 

Já foi demonstrado que muitos modelos in vivo interferem em diversos sistemas 

como: sistema gabaérgico, glutamatérgico, colinérgico, dopaminérgico e as vias da 

glicina; todos envolvidos na fisiopatologia das convulsões (LIMA.,2011). Dentre os 

modelos agudos, um dos mais utilizados é o da crise convulsiva induzida pelo o 

Pentilenotetrazol (PTZ), um antagonista competitivo dos receptores GABAA pela 

interação alostérica dos canais de cloreto que promove uma diminuição da ação inibitória 

no Sistema Nervoso Central (HUANG et al., 2001). A exposição ao PTZ induz uma 

sequência de comportamentos estereotipados os quais iniciam com movimentos 

orofaciais e finalizam em convulsões clônicas em roedores (SHORVON, 2009; 

LOSHER; SCHMIDT, 2011). 

Semelhando ao PTZ, a Picrotoxina também induz convulsões agudas por atuar 

como antagonista dos receptores GABAA ou por modulação alostérica do mesmo. Esse 

agente foi isolado primariamente na planta (Anamirta cocculus) (KAILA et al., 2014). A 

Pilocarpina (Pilo), é um agonista muscarínico colinérgico, isolado das folhas do jaborandi 

(Pilocarpus jaborandi) (ABREU et al., 2007). A administração de altas doses de 

pilocarpina (300-400mg/kg) induz convulsões agudas ou desenvolve-status epilépticus-

em roedores (CHO et al., 2015). Acredita-se que o início da atividade convulsiva se deva 

a inicial ativação de neurônios excitatórios do sistema glutamatérgico, sendo o sistema 

colinérgico responsável por esta ativação. A alta concentração de glutamato durante o 

status epilepticus mantém a despolarização celular, ocasionando a liberação contínua de 

cálcio dos estoques intracelulares, gerando assim, lesão da membrana da célula e de 

organelas podendo induzir a morte celular por excitotoxicidade (TURSKI et al., 1989; 

CAVALHEIRO et al., 1994). 

Diversos modelos de epilepsias e de crises epilépticas tem sido descritos e podem 

enquadrar-se em diversas categorias ex.: modelos com crises espontâneas versus modelos 

com crises induzidas eletricamente ou quimicamente, modelos de crises recorrentes versus 

crises únicas (crônicos versus agudos), modelos com crises parciais versus crises 

generalizadas, modelos com crises convulsivas versus crises não-convulsivas, modelos de 

crises autolimitadas versus status epilepticus, modelos para screening (testagem) de 

moléculas com atividade antiepiléptica versus modelos para testagem mais avançada de 
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eficácia contra tipos específicos de crise, modelos relacionados a mecanismo conhecido 

versus modelos sem mecanismo específico ou conhecido, modelos de estímulo limiar versus 

estímulo supra-limiar (Figura 5). 

 

Figura 5 – Modelos in vivo de epilepsia e crises epilépticas 

 

Fonte: Adaptado por Lustosa (2016) e Löscher, (2011). 

 

1.6. Sideroxylon obtusifolium: considerações etnobotâniocas e efeitos medicinais 

 

A família Sapotaceae-envolve 11 gêneros e cerca de 450 espécies neotropicais 

com representantes que vão desde a região sul dos Estados Unidos até Paraguai, Uruguai 

e Chile. Estão presentes em florestas úmidas, mas podem existir em savanas e em zonas 

semiáridas. No bioma cerrado, ocorrem pelo menos sete gêneros e cerca de 20 espécies, 

sendo sete do gênero Pouteria. Na família, ocorrem espécies hermafroditas e unissexuais 

como Manilkara, Pradosia e a maioria das espécies de Sideroxylon (GAMA; BARBOSA; 

OLIVEIRA, 2011). 

A família Sapotaceae é uma das angiospermas mais ameaçadas pelo avanço dos 

desmatamentos (IUCN, 2008). Os representantes da família são árvores ou arbustos, 

monóicos ou dióicos, produtoras de látex. Suas folhas são alterno-dísticas ou espiraladas 
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e simples. As flores podem ser reunidas em fascículos axilares, caulifloros ou ramifloros. 

Quanto ao sexo são bissexuadas ou unissexuadas, com simetria radial e pétalas do tipo 

gamopétalas. Os estames são adnatos e opostos aos lobos da corola e o gineceu é 

sincárpico, com ovário súpero (ALVES-ARAÚJO; ALVES, 2010). 

A maioria dos representantes da família Sapotaceae possui grande importância 

econômica, tais como os fornecedores de frutos, madeira, látex, utilizados na medicina 

popular e ornamentais (MONTEIRO et al., 2007, FELIPPI et al., 2008, PALAZZO et al., 

2010).           

 Sideroxylon obtusifolium (Roem & Schult) conhecida como quixabeira, é uma 

árvore com até 12 m de altura. Geralmente a casca do caule é lisa, mas pode ser sulcada, 

desprendendo-se em placas escamiformes e côncavas, de cor marrom-acinzentada. Seus 

ramos possuem espinhos, de 1,5 a 4 cm de comprimento. A casca amarelada e as folhas 

simples, opostas, com 2 a 5 cm de comprimento. Tem flores pequenas, amarela-claras. O 

fruto possui, de 1 a 1,5 cm de comprimento, forma ovóide, liso e brilhante, de cor roxo 

escuro, chegando a preto, quando maduro. A polpa tem sabor doce e látex viscoso. 

Floresce a partir de janeiro. A maturação dos frutos se dá até março, início do período 

chuvoso, quando a folhagem começa a se formar novamente (Figura 6) (MARQUES, 

2008).       

A espécie S. obtusifolium possui diversos nomes populares como quixaba, 

quixabeira, rompe-gibão, coronilha, coca, maçaranduba da praia, miri, sacutiaba, 

guaraniná, ibirá-niná. A S. obtusifolium tem alguns sinônimos científicos como Bumelia 

sartorum, Bumelia obtusifolia, Bumelia excelsa, Bumelia buxifolia, Bumelia dunantii, 

Bumelia cruegerii, Bumelia nicaraguensis e Lyciodes buxifolia (DELFINO et al., 2005, 

LORENZI; MATOS, 2008). 

Na análise química através de cromatografia em camada delgada foram 

identificados compostos em S. obtusifolium, como flavonóides, mono e sesquiterpenos, 

proantocianidinas condensadas e leucoantocianidinas, triterpenos, esteróides e açúcares. 

As partes analisadas apresentaram-se semelhantes quanto à presença desses metabólitos, 

porém, o caule das plantas adultas apresentou uma variedade maior de proantocianidinas 

condensadas, leucoantocianidinas e açúcares (SILVA, 2008). 
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Figura 6 – Sideroxylon obtusifolium (Árvore, Folhas, Flores e Frutos). 

 

Fonte: acervo do Professor Dr. Edilberto Rocha Silveira- Universidade Federal do Ceará 

  

 Sideroxylon obtusifolium é muito usada na terapia tradicional. Casca e folhas são 

usadas para diversas enfermidades como: dores em geral, úlcera duodenal, gastrite, azia, 

inflamação, lesão genital, cólicas, problemas renais, problemas cardíacos, diabetes, e 

como expectorante (BELTRÃO et al., 2008, ARAÚJO-NETO et al.,2010).   

 Esta espécie é usada também para tratamentos de inflamações ovarianas (AGRA 

et al., 2007) e tratamento de problemas odontológicos (SANTOS et al., 2009). Estudos 

farmacológicos comprovaram ação anti-inflamatória (ARAÚJO-NETO et al., 2010), 

hipoglicemiante e anticonvulsivante, fazendo com que S. obtusifolium seja considerada 

uma espécie importante no uso da terapia tradicional (AGRA et al., 2007, BELTRÃO et 

al., 2008, PEDROSA et al., 2012). 

 

1.7. Atividades Biológicas da N-metil-(2S,4R)-trans-4-hidroxi-L-prolina 

 

Foi identificado a presença de um derivado da L-prolina, a N-metil-(2S,4R)-trans-

4-hidroxi-L-prolina (Figura 7) nas folhas da Sideroxylon obtusifolium. popularmente 

conhecida como quixaba.  
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Nosso grupo já vem estudando essa planta há algum tempo, tendo demonstrado 

previamente atividade antibacteriana do extrato das folhas (MARIA GARCIA 

LEANDRO et al., 2013) efeito anti-inflamatório e antioxidante (AQUINO et al., 2016), 

bem como atividade anti-inflamatória e cicatrizante (DE AQUINO et al., 2017, 2019). 

Foram demonstrados os efeitos anticonvulsivantes da L-prolina e derivados em 

associação com a vigabatrina em trabalho publicado há mais de duas décadas, no qual os 

autores acreditam que este aminoácido possa estar envolvido com o neurotransmissor 

glutamato, podendo ser um inibidor ou antagonista de receptor, apresentando também 

interação gabaérgica (SARHAN; SEILER, 1989). 

A L-prolina pode atuar como uma molécula de sinalização em plantas modulando 

funções mitocondriais, e na proliferação de células, influenciando na apoptose e 

regulando as espécies reativas de oxigênio produzidas pelas mitocôndrias, o que pode ser 

essencial para a recuperação da planta em momentos de estresse oxidativo (SZABADOS; 

SAVOURÉ, 2010). 

Recentemente publicamos os dados referentes a este estudo mostrando os efeitos 

neuroprotetores e anticonvulsivantes deste composto (DE AQUINO et al., 2020a, 2020b). 

 

Figura 7 – Estrutura química da N-metil-

(2S,4R)-trans-4-hidroxi-L-prolina 
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N-metil-(2S,4R)-trans-4-hidroxi-L-prolina 

Fonte: própria 
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2 JUSTIFICATIVA 

 

 A epilepsia causa sérios impactos na qualidade de vida dos pacientes, 

principalmente gerando uma série de comorbidades. Aproximadamente, 30% de todos os 

pacientes não respondem a nenhum tipo de terapia, apresentando mortalidade 2 a 3 vezes 

maior que a população em geral (KAILA et al., 2014).  

Diante disto, novos estudos que visem a melhor compreensão da fisiopatologia 

dessa doença, e de novos alvos terapêuticos são de fundamental importância e precisam 

ser estimulados. Isso é possível graças aos modelos experimentais pré-clínicos pois os 

parâmetros avaliados ajudam na triagem de drogas promissoras. Estudos científicos 

usando vários modelos experimentais têm demonstrado uma correlação entre convulsões 

e estresse oxidativo através da presença de marcadores de estresse oxidativo por meio de 

modelos de convulsão e/ou SE. 

A N-metil-(2S,4R)-trans-4-hidroxi-L-prolina (NMP) é um derivado metilado do 

aminoácido L-prolina e foi isolada pela primeira vez das folhas de Sideroxylon 

obtusifolium por pesquisadores do nosso grupo, tornando-se então objeto de estudos há 

quase uma década. Inicialmente enfatizou-se o potencial cicatrizante, anti-inflamatório e 

antioxidante da planta e da NMP (AQUINO et al., 2017) e posteriormente os estudos 

concentraram-se nos efeitos anticonvulsivante e neuroprotetor. Como a inflamação e o 

estresse oxidativo estão envolvidos na epilepsia e estudos prévios com a L-prolina e seus 

outros derivados mostram efeitos anticonvulsivantes, viu-se a necessidade de investigar 

esse componente bioativo da S. obtusifolium que poderia eventualmente estimular estudos 

translacionais tornando-se um importante alvo terapêutico para o tratamento da epilepsia 
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3 OBJETIVOS 

3.1. Objetivo geral 

 Avaliar os efeitos: anticonvulsivante e neuroprotetor da fração metanólica - N-

metil-(2S,4R)-trans-4-hydroxi-L-prolina (NMP) oriunda das folhas de Sideroxylon 

obtisifolium em modelos in vitro in silico e in vivo. –  

 

3.2. Objetivos específicos 

 

• Avaliar a citotoxicidade da NMP em modelo de morte celular induzida por 

Pilocarpina em cultura de células astrócitárias, bem como verificar o-estresse 

oxidativo analisando a produção de espécies reativas de-oxigênio e dano 

mitocondrial por citometria de fluxo; 

• Avaliar a expressão proteica dos marcadores relacionados a reatividade 

astrocitária (GFAP) e dano mitocondrial (VDAC) através de WesternBlot nas 

culturas secundárias de astrócitos tratadas com NMP e desafiadas com 

pilocarpina; 

• Buscar identificar possíveis predições de ligações da NMP através do estudo de 

modelagem molecular; 

• Quantificar os aminoácidos (GABA e Glutamato) e monoaminas (DOPAMINA e 

DOPAC) de áreas cerebrais através de cromatografia líquida de alta eficiência 

(CLAE/HPLC) em animais submetidos ao modelo de convulsão aguda induzida 

por pilocarpina; 

• Determinar as alterações neuroquímicas pelos seguintes parâmetros: níveis de 

malonaldeído (MDA), de nitrito e determinação da concentração da glutationa 

reduzida (GSH) em córtex pré-frontal, hipocampo e corpo estriado de 

camundongos após tratamento com NMP e dos grupos-controles após convulsões 

induzidas por pilocarpina; 

• Dosar os níveis de Interleucina 6 e Interferon gama através de ensaios 

imunoenzimáticos (ELISA) em hipocampos dos animais submetidos ao-modelo 

de convulsão aguda induzida por pilocarpina; 

• Avaliar a expressão proteica dos marcadores relacionados a reatividade 

astrocitária (GFAP), por meio de imunohistoquímica, nos hipocampos-dos 

animais submetidos ao modelo de convulsão aguda induzido por pilocarpina; 
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•  Avaliar o efeito neuroprotetor da NMP no modelo de status epiléptico induzido 

por pilocarpina via intracerebroventricular (i.c.v.) através de coloração histológica 

para dano neuronal (coloração de Nissl); 

• Examinar o efeito sobre a performance cognitiva através de testes de 

comportamento: reconhecimento de objeto e labirinto em Y no modelo-de status 

epiléptico induzido por pilocarpina via i.c.v.; 

• Avaliar a expressão de GFAP, caspase 3, Iba-1, GAT-1 através de-técnicas como 

imunofluorescência, Western Blot e imunohistoquímica, respectivamente, no 

modelo de status epiléptico induzido por pilocarpina via i.c.v.; 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1. Material vegetal e isolamento de N-metil-(2S,4R)-trans-4-hidroxi-L-prolina 

(NMP) de Sideroxylon obtusifolium 

 

Folhas da espécie Sideroxylon obtusifolium foram coletadas no município de 

Mauriti, Estado do Ceará, em agosto de 2014. Um espécime de voucher (número 10.648) 

foi armazenado no "Herbário Caririense Dárdano de Andrade Lima", Universidade 

Regional do Cariri (URCA), Crato, Ceará, Brasil. O componente bioativo N-metil-

(2S,4R) -trans-4-hidroxi-L-prolina (NMP), foi obtido de acordo com o procedimento 

descrito por (AQUINO et al., 2017). No apêndice se encontra o documento suplementar 

referente ao procedimento supracitado, bem como na publicação de uma parte dos dados 

deste trabalho, encontrada em Aquino et al. (2021). 

  

4.2. Ensaios In vitro 

 

4.2.1. Cultura de astrócitos 

 

A linhagem de astrócitos foi isolada e atribuída pelo grupo da Universidade 

Federal de São Paulo (UNIFESP) seguindo os protocolos descritos anteriormente 

(ERUSTES et al., 2016). As células foram cultivadas no meio modificado (DMEM, 

Invitrogen, EUA), suplementado com 10% de soro bovino fetal (BSA), 2 mM L-

glutamina e antibióticos (100 U/ml penicilina, 100μg/ml estreptomicina - Sigma-Aldrich, 

St. Louis, MO, EUA) em condições padrão, mantida a 37 °C em uma atmosfera 

umidificada contendo 5% de CO2, até que a confluência foi alcançada de acordo com a 

boa prática de cultura celular. Antes de todos os experimentos, as células foram semeadas 

em placas de 96 poços ou placas de 24 poços (Corning, NY, EUA) a uma densidade de 1 

× 105 células/ml durante a noite para garantir a adesão e a proliferação. 

 

4.2.2. Tratamento de células 

 

O protocolo de lesão celular utilizado no presente estudo baseou-se no tratamento 

prévio de astrócitos com pilocarpina (31, 86 mM) por 24h, em concentração tóxica para 
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50% das células (IC50). Depois, as células foram lavadas com PBS. A NMP foi diluída 

em tampão de fosfato (PBS) com o objetivo de tratar células em várias concentrações 

(3,12 a 100 μg/mL) por 24 h e a solução PBS foi usada como controle negativo. 

 

4.2.3. Ensaios de viabilidade celular 

 

A viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio com brometo de 3-(4,5-dimetil-2-

tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazólio (MTT, Sigma, St Louis, MO, USA). Após o tratamento 

dos astrócitos com a NMP por 24h, o MTT foi adicionado ao meio cultural em uma 

concentração final de 2,5 mg/ml e incubado a 37 °C por 4 h. Dentro de células viáveis, o 

MTT é transformado em formazan. O formazan resultante foi solubilizado adicionando 

10% de Dodecil Sulfato de Sódio (SDS) e após 17h, as placas foram lidas a 570 nm.  

 

4.2.4. Ensaios de citometria de fluxo 

 

Após 24 h de tratamento com a NMP, os astrócitos foram submetidos à análise de 

citometria de fluxo, para determinar mecanismos de morte celular envolvidos na lesão 

pilocarpina e no perfil de proteção da droga teste. As células foram centrifugadas e 

lavadas duas vezes com tampão de ligação (10 mM Hepes, 140 mM NaCl, 2,5 mM CaCl2, 

pH 7.4) para permitir a rotulagem. Finalmente, os grupos experimentais foram analisados 

em um dispositivo de citometria de fluxo FACSCalibur (BD Biosciences, Nova Jersey, 

EUA) usando o software CellQuest Pro®. 

 

4.2.5. Produção de espécies de oxigênio reativa citoplasmática (ROS) 

Com o objetivo de avaliar a produção de oxigênio reativo citoplasmático (ROS), 

foi utilizada a produção de corante DCFH-DA (2'-7'-diacetato de diclorofluoresceína). 

Esta é uma molécula lipofílica que cruza livremente a membrana plasmática e sofre a 

ação de esterase citoplasmática, resultando na formação do substrato DCFH. Espécies de 

oxigênio reativo citosólico oxidam DCFH, formando a molécula fluorescente DCFH-Ox, 

exibindo uma cor verde. Os astrócitos foram rotulados com DCFH-DA (100 μM). Após 

24 horas de tratamento, as células foram lavadas e analisadas no citômetro de fluxo para 

formação e acúmulo de espécies de oxigênio reativos considerando-se a média 

geométrica da intensidade do sinal FL1 em relação ao controle. 
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4.2.6. Potencial transmembrana mitocondrial (ΔΦm) 

 

A despolarização mitocondrial foi avaliada utilizando rodamina 123 (Rho123) 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). Rho123 é um fluorocromo cônico em pH 

fisiológico, que marca seletivamente mitocôndrias em células vivas; sua absorção está 

correlacionada com ΔΦm. As células foram lavadas com PBS e manchadas com Rho123 

(10 μg/ml) por meia hora. Depois disso, as células foram analisadas no citômetro de fluxo 

para medir a diminuição do acúmulo de Rho123 nas mitocôndrias celulares. ΔƏM foi 

determinado considerando a mudança de dobra na média geométrica da intensidade do 

sinal FL2 em relação ao controle. 

 

4.2.7. Isolamento Mitocondrial 

 

Para esse teste foram utilizados 2 ratos adultos da linhagem wistar (CEUA 59/17). 

As mitocôndrias foram isoladas usando um macerador de tecido e digitonina para liberar 

mitocôndrias de sinaptosomos. Este procedimento resulta em uma mistura de 

mitocôndrias sinaptosômicas e não-sinapsosômicas. Resumidamente, o cérebro de rato 

foi finamente picado e lavado em 4 graus Celsius em um tampão contendo 125mM de 

sacarose, 250mM mannitol, 10mM Hepes,10mM EGTA, 0,01% BSA (pH 7.2, KOH) e 

então foi transferido para um macerador de tecido de vidro e homogeneizado. Após isso 

foi então centrifugado a 2000 x g por 3 minutos para remover células e núcleos 

ininterruptos. O sobrenadante foi transferido para um tubo frio e centrifugado duas vezes 

a 12.000 g por 8 min.  

A segunda centrifugação foi realizada na presença de 0,1 % de digitonina. O 

“pellet “mitocondrial resultante foi ressuspendido em um tampão desprovido de EGTA. 

A solução mitocondrial foi exposta à pilocarpina (10 ng/L) e a NMP (10, 50 e 100 ng/L) 

por um minuto e, em seguida, o protocolo de intumescimento mitocondrial prosseguiu. 

 

4.2.8. Intumescimento mitocondrial 

 

As mudanças na dispersão de luz devidas à absorção do cálcio e consequente 

inchaço da mitocôndria, foram medidas como uma diminuição da densidade óptica em 

540 nm. As mitocôndrias cerebrais de rato foram incubadas em tampão contendo 150 mM 
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KCl, 10 mM HEPES, 2 mM succinato, 2 mM MgCl2, 2 mM KH2PO4, 1 μg/mL 

oligomicina, pH 7.2 (KOH). Para induzir a abertura do poro de transição de 

permeabilidade mitocondrial, foram adicionados 2 μM Ca2+. A diminuição da dispersão 

de luz foi registrada por 5 minutos. 

 

4.3. Estudo in silico 

 

4.3.1. Ferramentas Computacionais para possíveis alvos de Drogas 

 

4.3.2. Predição de alvo 

 

A predição dos alvos biológicos da NMP foi realizada através do Swiss Target 

Prediction Server (BATEMAN et al., 2017). Este servidor estima os alvos 

macromoleculares mais prováveis de uma pequena molécula, assumida como bioativa. A 

previsão é baseada em uma combinação de similaridade 2D e 3D com uma biblioteca de 

370.000 ativos conhecidos em mais de 3000 proteínas. Os resultados são apresentados 

em taxas de probabilidade que podem guiar os experimentos subsequentes (DAINA; 

MICHIELIN; ZOETE, 2019). 

 

4.3.3. Modelagem e cálculos de acoplamento molecular: Comparando a 

interação de NMP e Tiagabina com GAT-1 

 

A estrutura do Transportador de GABA 1 (GAT-1) foi construída pela modelagem 

através do servidor Swiss Model. A sequência primária de GAT1 foi pesquisada no 

servidor Uniprot (BATEMAN et al., 2017). O modelo que apresentava maior sequência 

de identidade foi selecionado para a etapa de refinamento, no servidor Galaxy Refine. O 

servidor MolProbity foi usado para adicionar átomos de hidrogênio e analisar a qualidade 

das estatísticas da proteína modelada. 

A NMP, bem como o bloqueador de GAT-1 tiagabina, foram ancorados em GAT-

1 usando o software Glide no modo de precisão extra (XP). Preparamos as estruturas 

proteicas através de uma ferramenta do Assistente de Preparação de Proteínas, 

adicionando os átomos de hidrogênio e minimizando a energia, usando o campo de força 

OPLS-2005.  
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Os ligantes foram preparados através da ferramenta LigPrep, corrigindo a 

protonação, segundo a Epik, e realizando minimização de energia. As coordenadas da 

rede proteica foram construídas, com base nas coordenadas do ligante, co-cristalizadas na 

estrutura utilizada como modelo (do PDB ID 4XP4). O programa Visual Molecular 

Dynamics (VMD) (HUMPHREY; DALKE; SCHULTEN, 1996; PAGADALA; SYED; 

TUSZYNSKI, 2017) foi utilizado para a inspeção visual de poses de acoplamento 3D e 

para renderizar as imagens moleculares 3D. 

 

4.4. Ensaios in vivo 

 

4.4.1. Animais 

 

Os camundongos Swiss machos (25-33 g) foram obtidos do biotério da faculdade 

de medicina da Universidade Federal do Ceará, mantidos em 25±2oC sob um ciclo 

claro/escuro de 12/12 h. Comida e água ad libitum. Este estudo foi submetido e aprovado 

pelo Comitê de Ética em Pesquisa Animal da Universidade Federal do Ceará 

(CEUA/UFC) sob o número 59/17. 

 

4.4.2. Modelo de indução de convulsão aguda 

 

4.4.2.1. Modelo de convulsões induzidas por pilocarpina e pentilenoterazol 

(PTZ) 

 

Os camundongos foram pré-tratados via oral (v.o) com NMP nas doses de 50,100 

e 200 mg/kg) ou com água destilada (veículo diluidor). Após uma hora, as convulsões 

foram induzidas pela administração sistêmica de pilocarpina (400 mg/kg) ou PTZ (80 

mg/kg) pela via intraperitoneal (i.p). Em seguida, os animais foram colocados em gaiolas 

individuais e observados os seguintes parâmetros comportamentais (em segundos): 

latência à primeira convulsão (tempo decorrido antes da primeira convulsão) e latência 

até a morte (tempo decorrido até a morte). O evento convulsivo foi caracterizado 

principalmente pela extensão do membro traseiro e/ou salto descoordenado. 

Imediatamente após a morte as áreas cerebrais (córtex pré-frontal, hipocampo e corpo 
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estriado) foram dissecadas para testes bioquímicos (AGUIAR et al., 2012; LIMA et al., 

2012). 

 

4.4.3. Determinação dos conteúdos de dopamina (DA) e ácido 3,4-di-

hidroxifenilacético (DOPAC) em corpo estriado de camundongos 

submetidos ao modelo de convulsão induzida por pilocarpina  

 

O conteúdo estriatal da DA e seu Metabólito DOPAC foram determinados pelo 

HPLC. Para isso, foi empregado um detector eletroquímico (modelo L-ECD-6A, de 

Shimadzu, Japão) acoplado a uma coluna. Os homogenatos foram preparados em 10% 

HClO4 e centrifugados a 4°C (25.000x g, 15 min). Os sobrenadantes foram filtrados e 20 

μL foram injetados na coluna HPLC (Shim-Pak CLC-ODS, 25 cm), com um fluxo de 0,6 

mL/min. Foi preparada uma fase móvel com ácido cítrico monohidrocrato (150 mM), 

Octil Sulfato de sódio (67 mM), 2% tetrahidrofurano e 4% acetonitrila, em água 

desionizada. O pH da fase móvel foi ajustado para 3.0 com NAOH (10 mM). As 

monoaminas foram quantificadas em comparação com os padrões, processadas da mesma 

forma que as amostras. Os resultados foram expressos como tecido ng/g. 

 

4.4.4. Determinação dos conteúdos de GABA e Glutamato em cérebros de 

camundongos submetidos ao modelo de convulsão induzida por 

pilocarpina 

 

Áreas cerebrais (córtex pré-frontal, hipocampo e estriato) foram utilizadas para a 

determinação das concentrações de aminoácidos. Estas determinações foram feitas pela 

cromatografia líquida de alto desempenho (RP-HPLC), envolvendo pré-coluna com O-

Phthaldialdehyde - (OPA).  

O sistema Shimadzu RP-HPLC (Japão) consistia em um detector de 

espectrofluorímetros (comprimentos de onda de excitação e emissão de 350 e 450 nm, 

respectivamente) juntamente com um integrador. A coluna cromatográfica utilizada foi 

uma C18 (250 × 4,6 mm, 5μm) com uma taxa de fluxo de 1 mL/min. A fase móvel A teve 

a seguinte composição: solução 50 mM NaH2PO4 em 20% de metanol, pH 5.5 e a fase 

móvel B foi 100% metanol. Ambas as fases foram preparadas em água ultra pura (sistema 

Milli-Q) e filtradas através de filtros de 0,22 μm da Millipore.  
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Uma solução de estoque de 2,5 mM de aminoácidos padrão foi preparada na fase 

móvel A. Os homogenatos cerebrais de 10% foram preparados em ácido perclórico de 0,1 

M, centrifugados (25.000 ×g, 30 min). Os sobrenadantes foram coletados e filtrados. Para 

a solução de derivatização, foram dissolvidos 13,5 mg OPA em 250 μL etanol, seguido 

pela adição de 10 μL 2-mercaptoetanol, e o volume foi concluído para 2,25 mL com 

tampão PBS pH 9.3. A solução foi então filtrada através de um filtro de 0,22 μm 

(Millipore) e usada após 24 horas. Para derivatizações, 20 de μL de aminoácidos padrões 

ou amostras foram diluídos com 20 μL de OPA, e injetados na coluna HPLC, 1 min 

depois. 

 

4.4.5. Determinação do conteúdo de nitrito em cérebros de camundongos 

submetidos ao modelo de convulsão induzida por pilocarpina 

 

Áreas cerebrais (córtex pré-frontal, hipocampo-e estriato) foram utilizadas para a 

determinação das concentrações de nitrito. O reagente Griess foi adicionado a uma placa 

de 96 poços junto com os sobrenadantes dos homogenatos. A absorbância foi medida 

utilizando-se um leitor de microplacas a 560 nm. Além disso, as mesmas áreas cerebrais 

dos animais tratados apenas com veículo foram analisadas (grupo de nível basal). 

Anteriormente, foi gerada uma curva padrão para nitrito, utilizando concentrações de 100, 

50, 25, 12,5, 6,25, 3,12 e 1,56 nmol/mL (GREEN; GOLDMAN, 1981; RADENOVIC; 

SELAKOVIC, 2005). 

 

4.4.6. Determinação de peroxidação lipídica (substâncias reativas de ácido 

tiobarbitútico, TBARS) em cérebros de camundongos submetidos ao 

modelo de convulsão induzida por pilocarpina 

 

Este método é utilizado para a determinação do malondialdeído (MDA) em 

amostras biológicas. Embora os principais produtos de peroxidação lipídica sejam MDA 

e 4-hidroxi-2-nonenal (4-HNE), é um bom biomarcador de estresse oxidativo e-um 

produto final de peroxidação lipídica. As áreas cerebrais foram utilizadas para a 

preparação de homogenatos a 10% em 1,15%KCl. Em seguida, 250μL do sobrenadante 

foram adicionados a 1mL 10% TCA, seguido pela adição de 1mL 0,6% de ácido 

thiobarbitúrico (TBA). Após a agitação, essa mistura foi mantida em banho-maria (95-
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100°C) por 15 minutos. Em seguida, a mistura foi resfriada no gelo e centrifugada (1500 

x g/5 min). O conteúdo TBARS foi determinado em um leitor de placas, a 540 nm, com 

resultados expressos em μMol de tecido por MDA/g. Uma curva padrão com várias 

concentrações de MDA também foi realizada (OHKAWA; OHISHI; YAGI, 1979). 

 

4.4.7. Determinação da concentração cerebral de glutationa reduzida (GSH) 

em cérebros de camundongos submetidos ao modelo de convulsão 

induzida por pilocarpina 

 

A determinação da concentração de GSH foi realizada em placa de 96 poços. O 

ensaio é baseado na reação do reagente Ellman, o 5,5'-dithiobios (ácido 2-nitrobenóico) 

(DTNB) com o tiol livre, dando um dissulfeto misto mais 2-nitro-5-ácido tiobenóico. A 

preparação das áreas cerebrais (córtex pré-frontal, hipocampo e estriado) foi realizada da 

seguinte forma: Homogenatos a 10% em tampão fosfato foram adicionados a um 

eppendorff contendo 50 μL de água destilada-e10 μL de ácido tricloroacético L (50%). 

As amostras foram centrifugadas a 1000 x g por 15 min a 4oC. Os sobrenadantes (60 uL) 

foram adicionados às microplacas ELISA resfriadas. A mistura permaneceu resfriada 

durante todo o tempo. Imediatamente antes das leituras de absorbância (a 412 nm), 102 

μL da mistura de tampão Tris HCL e 0,65 uL de 0,01 M DTNB em metanol foram 

adicionados a cada poço. A concentração de glutationa reduzida (GSH) foi expressa como 

tecido μg/g, com base em uma curva padrão de GSH (SEDLAK; LINDSAY, 1968). 

 

4.4.8. Imunoensaios para expressão de (IFN-γ) e Interleucina 1 (IL-1) em 

hipocampo de camundongos submetidos ao modelo de convulsão induzida 

por pilocarpina 

 

A área cerebral testada (hipocampo) foi homogeneizada em 8 volumes de pbs 

contendo proteases (EMD Biosciences) e centrífugados a (9.000 x g, 5 min). A 

concentração das citocinas das amostras de 100 μL foi determinada pelo ensaio 

imunoenzimático ELISA (sistemas de P&D, Minneapolis, MN, EUA), de acordo com o 

protocolo do fabricante. Os resultados foram expressos tecido pg/g. 
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4.4.9. Ensaios imunohistoquímicos para expressão de proteína glial fibrilar 

ácida (GFAP) em hipocampo de camundongos submetidos ao modelo de 

convulsão induzida por pilocarpina 

 

Para isso, utilizou-se o método estreptavidina-biotina-peroxidase. As seções de 

5μm do hipocampo foram então desparafinadas, hidratadas em xilol e etanol, e imersas 

em tampão citrato de 0,1 M (pH = 6) sob aquecimento de micro-ondas de 18 min, para 

recuperação de antígeno. Após o resfriamento à temperatura ambiente por 20 minutos, as 

seções foram lavadas com uma solução tamponada com fosfato, seguida por um bloqueio 

de 15 min com uma solução H2O2 a 3%. As seções foram incubadas durante a noite (4°C) 

com os anticorpos primários (anti-GFAP) (Sigma-Aldrich, MO, EUA) e-diluídas na PBS, 

de acordo com as instruções do fabricante. No dia seguinte, as seções foram lavadas em 

PBS e incubadas por 30 minutos com o anticorpo de coelho biotinilado secundário (anti-

IgG), também diluído em PBS (diluição de 1:200). Após a lavagem na PBS, as seções 

foram incubadas por 30 min com o complexo conjugado streptoavidin-peroxidase (ABC 

Vectastain® complex, VectorLaboratories, Burlingame, CA, USA). Após outra lavagem 

com PBS, as seções foram coradas com 3,3 do cromôgeno diaminobenzidina-peróxido 

(DAB). As fotomicrografias foram feitas pelo microscópio (Nikon, Japão) para análises, 

e os dados foram semi-quantificados (como densidades ópticas relativas) com o software 

Image J, NIH, USA (HSU; RAINE; FANGER, 1981). 

 

4.5. Modelo de estado epiléptico através da administração de pilocarpina via 

intracerebroventricular (i.c.v.) 

4.5.1. Cirurgia estereotáxica para aplicação de pilocarpina ou aCSF (líquido 

cerebro-espinhal artificial) no ventrículo lateral esquerdo do cérebro 

 

Os camundongos receberam escopolamina via i.p (3 mg/kg) como profilaxia para 

os efeitos periféricos da ativação muscarínica ocasionada pela pilocarpina. Cinco minutos 

depois, foram anestesiados com cetamina e xilazina, respectivamente nas doses de :90 e 

10 mg/kg i.p. Após a tricotomia na cabeça, os animais foram colocados de forma 

centralizada em um aparelho estereotáxico eletrônico de precisão de 10 μm (51730M, 

Stoelting, Wood Dale, IL, EUA), tomando o cuidado de evitar o deslocamento da barra 

de ouvido.  
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Os olhos foram mantidos umedecidos com 0,9% de solução salina para evitar 

ceratite. A desinfecção da pele foi realizada aplicando iodo-polivinilpirrolidona 

(Povidona, Vick Pharma, São Paulo, Brasil). Em seguida, uma incisão média entre 

orelhas e olhos, com cerca de 1,5 cm de comprimento, foi feita com um bisturi. A 

validação da posição plana do crânio de referência foi realizada medindo e notando 

coordenadas dorsoventral do bregma e lambda. A partir deste ponto, o nível da barra 

dentária foi reduzido ou elevado, de modo que inclinar o crânio para baixo ou para cima 

para medir as coordenadas dorsoventrais de bregma e lambda em um ciclo repetido 

quantas vezes for necessário até que as coordenadas de ambos os pontos craniométricos 

diferissem entre si, não mais do que 10 μm.  

Depois disso, tomando como referência as coordenadas mediolaterais e 

craniocaudal de bregma, um ponto de 0,5 mm caudal e 1,1 mm lateral do lado esquerdo 

para bregma foi apontado calota do crânio correspondente à projeção do ventrículo lateral 

esquerdo do cérebro (PAXINOS; FRANKLIN, 2001). Uma perfuração foi realizada por 

broca dentária esférica FG 1016 montada em uma peça de mão de baixa rotação (Beltec, 

LB100) com adaptador de aderência de alta velocidade. Cuidados devem ser tomados 

para não atingir o córtex subjacente e provocar um eventual sangramento. Em seguida, a 

ponta da agulha da seringa Hamilton foi colocada no centro da trepanação.  

A partir do nível dorsoventral da superfície do crânio naquele ponto, a ponta da 

agulha foi baixada 2,8 mm. Pilo 300 μg /1 μL diluído em aCSF, ou aCSF (1 μL) foram 

injetados lentamente (mais de 1 min). A agulha foi mantida no lugar por 5 minutos para 

evitar o refluxo através da pista de agulhas. Depois disso, a seringa foi removida, e as 

bordas da ferida foram montadas juntas por linha de nylon 4-0 em pontos separados 

(FERRY; GERVASONI; VOGT, 2014). 

Os animais foram deixados para recuperação da anestesia em uma almofada 

térmica de modo a evitar hipotermia, com a porção craniana ligeiramente levantada para 

evitar obstrução das vias aéreas. Foram injetados via subcutânea, uma solução salina com 

glicose 5%, aproximadamente 0,5 mL/25 g de peso corporal.  

 Após recuperação, os animais receberam água destilada, NMP 100, ou 200 mg/kg. 

Os grupos foram separados em: FO (falso operado), Pilo (Pilocarpina) + água destilada, 

Pilo + NMP100 e Pilo + NMP200, respectivamente) diariamente, durante 15 dias a partir 

do primeiro dia pós-operatório. Neste chamado "período silencioso", entre a lesão 

primária e a manifestação clínica da doença, acredita-se que o processo epileptogênico é 

que torna os animais epilépticos (CAVALHEIRO; SANTOS; PRIEL, 1996). 
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4.5.2. Testes Comportamentais Realizados no 15º Dia Pós-Operatório 

 

4.5.2.1. Teste do Reconhecimento de Objeto (NOR) 

 

O novo ORT ou NOR é usado para avaliar a memória de reconhecimento, ou seja, 

memória de curto prazo. Esta tarefa é baseada na tendência inata dos roedores de explorar 

objetos desconhecidos dentro de seu ambiente. Este teste avalia a capacidade do animal 

de discriminar entre objetos familiares e novos. Em primeiro lugar, os camundongos 

foram colocados individualmente a uma caixa de acrílico (30 × 30 × 40 cm) por 5 min.  

Após 15 min, os camundongos foram colocados para explorar um conjunto de 

dois objetos idênticos por 5 min (fase de reconhecimento). Esses objetos eram 

adequadamente pesados e longos para garantir que os ratos não podiam movê-los nem 

escalar sobre eles. 

Após um intervalo de 5 minutos, os animais voltaram para o mesmo local, com a 

substituição de um objeto familiar por um objeto novo/desconhecido (fase de teste). Os 

animais foram autorizados a explorar livremente os objetos novamente por um período 

de 5 minutos. Um índice de discriminação foi calculado da seguinte formula:(tempo 

explorando novo objeto - tempo explorando objeto familiar) / (tempo explorando novo 

objeto + tempo explorando objeto familiar) (DIX; AGGLETON, 1999). 

 

4.5.2.2. Teste do labirinto em “Y” (Y-maze) 

 

A memória de trabalho e o aprendizado foram avaliados pela taxa de alternações 

espontâneas nos três braços do labirinto Y (40 × 5 × 16 cm), posicionados em ângulos 

iguais, como descrito por-Sarter, Bodewitz e Stephens (1998). Antes da realização do 

teste, os braços foram numerados, e o animal foi colocado em um dos braços sendo 

observado a alternância espontânea das entradas nos outros braços, por 8 minutos. A 

sequência dos braços em que o animal entrou foi então notada, e as informações 

analisadas, a fim de determinar o número de entradas de braço sem repetição. 

 

4.5.3. Eutanásia e Coleta dos tecidos 
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Para análise histológica os camundongos foram eutanasiados com cetamina (90 

mg/kg) e xilazina (15 mg/kg) ip. A caixa torácica foi cortada longitudinalmente expondo 

o mediastino. Uma cânula foi inserida no ventrículo esquerdo do coração. Em seguida, os 

animais foram transcardialmente perfundidos com 0,9% de soro fisiológico (cerca de 60 

mL) para lavagem vascular, e posteriormente, com 60 mL de uma solução de 4% de 

paraformaldeído (PFA) em soro fisiológico.  

Os cérebros foram cuidadosamente coletados, pós-fixados por 2h na mesma solução 

PFA 4% a 4 °C, e depois crioprotegidos em 30% de sacarose diluída em PBS (pH 7.4) 

por 72 h. Os cérebros foram cortados em um criostat (Leica, Wetzlar, Alemanha) em 

seções coronais de 10 μm, que foram armazenadas em crioprotetores a −20 °C para uso 

posterior.  

 Outros animais tiveram seus cérebros rapidamente dissecados em uma barra de gelo 

coberta de papel alumínio, sendo retirados os hipocampos inteiros recém-coletados 

armazenados em Eppendorfs a −80 °C até o momento do experimento. 

 

4.5.4. Coloração de Nissl 

 

Neste estudo, a viabilidade celular foi analisada pela coloração violeta de cresíl. 

A coloração violeta cresil é usada para destacar os corpúsculos de Nissl presentes no 

citoplasma de neurônios viáveis (SCORZA et al., 2005) 

As fatias cerebrais de córtex e hipocampo foram mergulhadas em água destilada 

por 1 min e imersos em uma solução violeta de 0,5% preparada em tampão de acetato 

(20% acetato de sódio a 2,7% + 80% ácido acético glacial a 1,2%) por 3 min. Foram feitas 

duas lavagens no tampão de acetato. Em seguida, as seções foram desidratadas em álcool 

(50%, 70% e 100%). Finalmente, as fatias foram mergulhadas em xilol e montados com 

Entellan (Merck, Whitehouse Station,NJ, USA).  

Para a quantificação dos neurônios Nissl positivos, fotomicrografias foram feitas 

com um microscópio (Nikon Elipse E200, Nikon, Shinjuku, Japão) sob uma lente objetiva 

de ampliação de 10x. Três áreas de cada animal (4 animais por grupo) foram selecionadas 

aleatoriamente, e a quantificação de neurônios foi realizada utilizando-se o software 

ImageJ (NIH, Bethesda, MD, USA) nos subcampos hipocampais CA1, CA3 e DG.  

Os resultados foram expressos como o número de células viáveis em 10 campos. 

As células foram consideradas neurônios viáveis quando apresentaram coloração violeta 
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no citoplasma, bem como aspectos morfológicos normais (células redondas ou ovais com 

núcleos centralizados). 

 

4.5.5. Imunohistoquímica para GAT-1 

 

Seções operacionalmente definidas como −2,46 mm a −2,92 mm (caudal) para 

bregma contendo hipocampo foram escolhidas e fixadas em metanol. Após o 

resfriamento, as seções foram lavadas quatro vezes com PBS, e realizado o bloqueio de 

peroxidase endógena com 3% H2O2 na PBS (15 min). As seções foram incubadas durante 

a noite (4 °C) com os anticorpos primários (anti-GAT-1 1:200, Abcam ab426, Cambridge, 

Reino Unido) em PBS, de acordo com as instruções do fabricante. No dia seguinte, as 

seções foram lavadas na PBS quatro vezes, incubadas (30 min) com o anticorpo de coelho 

biotinilado secundário (anti-IgG) na PBS (1:200), lavada quatro vezes na PBS, e incubada 

(30 min) com o complexo conjugado streptavidin-peroxidase conjugado (Burlingame, 

CA, EUA). Após a lavagem, as seções foram desenvolvidas com 3,3 diasminobenzidina 

montadas em lâminas de vidro, desidratadas e cobertas para a análise. Os dados foram 

semi-quantificados com o software ImageJ, NIH, USA (HSU; RAINE; FANGER, 1981) 

 

4.5.6. Western Blot para GAT-1 e Iba-1 

 

Os hipocampos foram homogeneizados em tampão de ensaio (RIPA) tampão de 

lise (25 mM Tris -HCl, pH 7.6; 150 mM NaCl; 5 mM EDTA; 1% NP40; 1% Triton X-

100; 1% desoxicolato de sódio; 0,1% dodecil sulfato de sódio) com inibidor de protease 

(inibidor de 1 μL: 100 μL RIPA). As amostras diluídas foram transferidas eppendorfs, e 

sonicadas duas vezes por 5s, e depois liberadas por centrifugação (12.000 rpm, 15 min) a 

4 °C. A concentração total de proteínas em foi determinada pelo método de ácido 

bicinchonínico (BCA) de acordo com o protocolo do fabricante (PierceBCA Protein 

Assay Kit, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).  

Eletroforese de gel de poliacrilamida SDS (10%) foi realizado utilizando-se 20 μg 

de proteína (previamente preparado com tampão amostral de Laemmli e aquecido a 95 

°C por 5 min). As proteínas foram transferidas para a membrana PVDF, bloqueado com 

5% de BSA por 1 h, e incubado durante a noite com o anticorpo policlonal anti- rabbit 

para Iba-1 (1:1000, Biotecnologia de Santa Cruz,Dallas, TX, EUA) ou anticorpo 
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monoclonal para GAT-1 (1:600, Dako- Japão) ou anti-IgG de α-tubulina (1:4000; Sigma-

Aldrich).  

Após a lavagem, as membranas foram incubadas com anticorpo secundário de 

cabra (1:1000, Thermo Fisher Scientific,Waltham, MA, USA) ou anticorpo secundário 

anti-mouse IgG (1:1000, Thermo Scientific) por 90 minutos à temperatura ambiente. O 

sinal foi detectado usando o sistema ECL (Bio-RAD, Hércules, CA, EUA) de acordo com 

as instruções do fabricante, e então as bandas foram capturadas com uma câmera CCD 

usando o sistema ChemiDoc (Bio-Rad, Hércules, CA, USA). A quantificação 

densitométrica das bandas foi realizada com o software NIH ImageJ (n = 4/grupo). 

 

4.5.7. Imunofluorescência para GFAP 

 

As fatias contendo hipocampo, idênticas às citadas, foram lavadas quatro vezes 

na PBS. Eles passaram por um processo de recuperação de antígeno e foram incubados 

durante a noite a 4 °C com o anticorpo monoclonal anti-GFAP (1:200, da Santa Cruz, 

Biotecnology). Depois, as fatias foram lavadas quatro vezes com PBS e depois incubadas 

por 2 h em temperatura ambiente com o anticorpo IgG anti-mouse de cabra conjugado 

AlexaFluor-594 (1:400; Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). Finalmente, elas foram 

incubadas com 1 μg/mL 4′,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) (Invitrogen, Carlsbad, CA, 

USA).  

Posteriormente, os cortes foram enxaguados em PBS e as lâminas foram montadas 

usando o reagente: Prolong Gold Mountant (ThermoFisher Scientific,Waltham, USA). 

As imagens foram obtidas através do microscópio confocal Zeiss LSM 700 (Carl Zeiss, 

White Plains, NY, USA) através de uma ampliação de 20 x. Os subcampos hipocampais 

CA1, CA3 e GD foram identificados de acordo com Paxinos (2001) e quatro a cinco 

fotomicrografias de cada área para cada grupo foram analisados. O experimentador que 

tirou as imagens ficou cego para os tratamentos. A intensidade da fluorescência foi semi-

quantitativa, utilizando-se o software ImageJ (NIH, USA). 

 

4.6. Análise Estatística 

 

Após ter passado pelo teste de normalidade: Shapiro-Wilk, os dados foram 

apresentados como média ± erro padrão da média (SEM). Para análise da citometria 
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foram usadas as medianas e desvio padrão (DP). Para comprovação estatística entre os 

grupos experimentais foi utilizada o ANOVA unidirecional (one way) seguida pelo teste 

de comparações múltiplas de Tukey. Os valores de p< 0,05 foram considerados 

significativos. 
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5 RESULTADOS  

 

5.1. Resultados in vitro 

 

5.1.1. Ensaios de viabilidade celular 

 

Com o objetivo de avaliar a citotoxicidade da NMP nos astrócitos, realizou-se o 

ensaio MTT para identificar uma faixa de concentrações adequadas para trabalho, ou seja, 

concentrações que não fossem tóxicas. Foi observado que ocorreu um aumento da 

viabilidade em relação ao controle nas concentrações de 100, 50 e 25. 

 

Figura 8 - Ensaio de viabilidade celular por redução do MTT em astrócitos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Os resultados são mostrados como média ± SEM. p <0,05. comparado aos grupos controle (veículo). Para 

análise estatística, foi utilizado ANOVA, seguido de pós-teste de Tukey, C- = Controle negativo; *p<0,05 

 

Quando os astrócitos foram tratados com a IC50 da pilocarpina por 24 h e, 

subsequentemente, tratados com NMP, foi possível observar que a pilocarpina 

isoladamente reduziu a viabilidade celular em aproximadamente 55%, sendo este efeito 

revertido pela NMP em concentrações maiores que 25 µg/mL, onde observamos uma 

viabilidade de 58,3% em relação ao grupo controle na concentração de 25 µg/mL. Na 

concentração de 50 µg observou-se uma viabilidade de 72,5% e na concentração de 100 

µg a viabilidade foi de 89,3%; sendo assim essas três concentrações escolhidas para os 

próximos experimentos. 
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Figura 9 - Ensaio de viabilidade celular de redução do MTT em astrócitos expostos à 

Pilocarpina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Os resultados são mostrados como média ± SEM. p <0,05. comparado aos grupos de controle de veículo. 

Para análise estatística, foi utilizado ANOVA, seguido de pós-teste de Tukey, C- = Controle negativo; Pilo 

= IC50 Pilocarpina #p<0,05vs C- ; *p<0,05 vs Pilo. 

 

5.1.2. Ensaios por citometria de fluxo 

 

5.1.2.1. Análise da produção de espécies reativas de oxigênio (EROs) 

citoplasmáticas 

 

Objetivando analisar o acúmulo de EROs intracitoplasmáticas nos astrócitos, foi 

realizado o ensaio por citometria de fluxo através da utilização do DCFH-DA (Figura 10). 

Os resultados demonstram, em termos de intensidade de fluorescência relativa em razão 

com a média do controle, que a pilocarpina foi capaz de aumentar em 6.7 vezes o acúmulo 

de ERO em comparação com o controle. Adicionalmente, o tratamento com NMP reduziu 

esse acúmulo para 27,3% no grupo tratado com 25 µg/mL, para 24,8% no grupo de 50 

µg/mL e 12,3% no grupo 100 µg/mL. 
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Figura 10 - Análise do acúmulo de EROs citoplasmáticas em astrócitos por 

citometria de fluxo através do ensaio utilizando o DCFH-DA. 
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Análise do potencial transmembrânico mitocondrial (PTM) por marcação com DCFH e Histograma 

representativo do PTM na população de células tratadas com NMP nas concentrações de 25, 50 e 100 

µg / mL, respectivamente. Os dados são expressos como fluorescência relativa ao controle ± SEM. p 

<0,05. Os dados foram analisados por one-way ANOVA com pós-teste de Tukey. *p<0,05 vs. controle; 

#p<0,05 vs. Pilo = IC50 pilocarpina. 

 

5.1.2.2. Avaliação do potencial transmembrânico mitocondrial (PTM) 

 

No sentido de avaliar a alteração do potencial transmembrânico mitocondrial 

(ΔΨm) ocasionado pela pilocarpina e, consequentemente pelo estresse oxidativo 

intracelular, foi realizado o ensaio por citometria de fluxo utilizando a rodamina 123. Os 

resultados estão ilustrados na figura 11. É possível observar que o grupo exposto à 

pilocarpina reduziu a fluorescência mitocondrial em torno de 20% em comparação com 

o controle, reduzindo a intensidade de florescência em razão com o controle para 0.83. O 

tratamento com NMP aproximou o ΔΨm dos grupos tratados com o do grupo controle. O 

grupo tratado com prolina 25 µg/mL aumentou a intensidade relativa de fluorescência em 

49.3% em comparação com o grupo exposto à Pilocarpina, elevando a intensidade de 

fluorescência relativa (IFR) para 1.23. Já os grupos tratados com NMP 50 e 100 µg/mL 

apresentaram IFR de 1.04 e 1.41, respectivamente, significando uma normalização do 

ΔΨm aos mesmos níveis do controle (IFR = 1.0).  
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Figura 11 - Análise do potencial transmembrânico mitocondrial por citometria de fluxo 

utilizando a rodamina 123. 
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Análise do potencial transmembranar mitocondrial por marcação com rodamina 123; e Histograma 

representativo do potencial transmembranar mitocondrial na população de células a 25, 50 e 100 µg / mL, 

respectivamente. As linhas pretas representam as células do grupo de controle, as linhas vermelhas 

representam as células expostas à Pilocarpina, as linhas azuis representam as células tratadas com NMP. 

Os dados são expressos como fluorescência relativa ao controle ± SEM. p <0,05. Os dados foram ovalados 

por ANOVA unilateral com pós-teste de Tukey. * p <0,05 vs. controle; #p <0,05 vs. Pilo = IC50 pilocarpina. 

 

5.1.3. Avaliação da expressão de GFAP e VDAC em cultura secundária de astrócitos 

por Western Blot 

 

Com o intuito de se avaliar nas células de astrócitos a influência da pilocarpina e 

do tratamento com NMP, foi feita a análise da expressão de proteínas por Western Blot.  

Foram extraídas as proteínas das células não tratadas, referentes ao grupo controle, 

as células que passaram pelo dano com pilocarpina, chamado grupo controle positivo e 

aquelas células que, além de serem tratadas com NMP nas concentrações de 50 e 100 

μg/mL, foram submetidas a pilocarpina. Essas concentrações foram escolhidas por terem 

mostrado efeito protetor no ensaio de viabilidade celular. Dessa forma, foi analisada a 

expressão do GFAP e VDAC normalizada pela análise concomitante da expressão da 

proteína constitutiva β-actina, conforme demonstrado nas figuras 12 e 13. 

As análises permitiram observar que, nas células tratadas com pilocarpina ocorreu 

um aumento significativo da expressão do marcador GFAP quando comparados com os 

do grupo controle. Ademais, o tratamento com a NMP se mostrou capaz de reduzir essa 
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expressão nas duas doses estudadas, indicando uma ação de proteção celular, sendo os 

mesmos efeitos observados para o marcador VDAC.  

 

Figura 12 - Expressão relativa de GFAP em astrócitos tratados com NMP e em seguida 

submetidos ao desafio com pilocarpina. 
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Os resultados são mostrados como média ± SEM. Para análise estatística, foi utilizado one way ANOVA, 

seguido de pós-teste de Tukey, C- = Controle negativo; C+ = Controle Positivo (células sem tratamento e 

expostas apenas a IC50 de Pilocarpina) *p<0,05 vs C- ; #p<0,05 vs C+ 

 

Figura 13 - Expressão de VDAC em astrócitos em comparação com a expressão de β-

actina em células expostas à pilocarpina. 
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Os resultados são mostrados como média ± SEM. Para análise estatística, foi utilizado one way ANOVA, 

seguido de pós-teste de Tukey, C- = Controle negativo; C+ = Controle Positivo (células sem tratamento e 

expostas apenas a IC50 de Pilocarpina) *p<0,05 vs C-; #p<0,05 vs C+ 

 

5.1.4. Intumescimento de mitocôndrias (Mitochondrial Swelling) 

 

O intumescimento mitocondrial é uma das marcas mais críticas da abertura do 

poro de transição da permeabilidade mitocondrial (mPTP) e alterações ultraestruturais. A 

abertura contínua do mPTP promove a despolarização, com liberação de Ca2 +, 

descontinuação da fosforilação oxidativa, inchaço da matriz com remodelação da 

membrana interna e, em última instância, ruptura da membrana externa com liberação de 

citocromo c e outras proteínas apoptogênicas. 

A determinação in vitro do intumescimento mitocondrial foi realizada em 

suspensões de mitocôndrias isoladas por medição das variações de absorbância em 540 

nm. O declínio da absorbância indica uma intensificação do edema mitocondrial. 

Verificou-se que a adição de pilocarpina em suspensões de mitocôndrias isoladas 

provocava um aumento drástico no edema mitocondrial em comparação com o grupo 

controle (Figura 14). No entanto, quando a NMP foi adicionada ao pool mitocondrial 

contendo a mesma concentração de pilocarpina, observou-se uma diminuição 

significativa no intumescimento mitocondrial em contraste com o grupo da pilocarpina.  

 

 

 

Figura 14 – Efeito da NMP sobre o Intumescimento mitocondrial isoladas de 

cérebros de ratos 
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Os resultados são mostrados como média ± SEM. Para análise estatística, foi utilizado one way ANOVA, 

seguido de pós-teste de Tukey, *p<0,05 vs Pilocapina. 

 

5.2. Resultados in sílico 

 

5.2.1. Predição de alvo e acoplamento molecular para NMP 

 

Para estimar os alvos humanos mais prováveis para efeitos protetores de NMP, 

submetemos a estrutura química de NMP ao servidor Swiss Target Prediction. O 

algoritmo do servidor previu as proteínas humanas mais prováveis, com base na 

similaridade da NMP com as estruturas químicas do banco de dados de medicamentos, e 

classificou as proteínas da maioria para as menos prováveis (Quadro 1). Com base nessa 

previsão, a proteína GABA transportador 1 (GAT-1) foi reconhecido como o alvo mais 

provável para NMP, considerando a taxa de probabilidade quantitativa e o número de 

ativos conhecidos com propriedades químicas semelhantes. De acordo com esses 

resultados, investigamos então a interação da NMP com o GAT-1, bem como sua 

expressão em nossos animais. 

Em primeiro lugar, construímos a estrutura GAT-1 humana através de uma 

abordagem de modelagem usando o servidor Swiss Model. O modelo foi baseado no 

receptor de dopamina da Drosophila melanogaster (identificador do Protein Data Bank 

4XP4), que apresentava 45,88% de identidade sequencial e 0,89% de cobertura com o 

GAT-1 humano. O modelo foi analisado no servidor MolProbity e mostrou uma 

pontuação molprobity de 1,35.  

A pontuação molprobity fornece uma combinação ponderada de log do clash 

score, a pontuação de Ramachandran não favorecida, e a porcentagem de rotadores de 

cadeia lateral ruim, refletindo a resolução cristalográfica na qual esses valores seriam 

esperados. Analise do lote ramachandran do modelo GAT-1 mostrou que 99,06% dos 
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resíduos estão nas regiões mais favoráveis, o que foi mais do que satisfatório, pois 

idealmente, 98% dos resíduos devem estar nas regiões favoráveis.  

Após a modelagem, foram realizados cálculos de acoplamento molecular para 

investigar a afinidade vinculante da NMP contra o GAT-1, bem como estudar o possível 

modo de vinculação e as interações entre eles. NMP ancorado em GAT-1 e apresentou 

uma pontuação-de encaixe de −4,38 kcal·mol−1. Também realizamos cálculos de 

acoplamento de tiagabina, um bloqueador GAT-1 que atua como um inibidor de 

recaptação GABA. Tiagabina se ligou em GAT-1 e apresentou uma pontuação de encaixe 

de −5,13 kcal·mol−1. Nossos dados apontam que a afinidade vinculante e a pontuação de 

acoplamento de NMP contra GAT1 foi semelhante à da tiagabina. No entanto a tiagabina 

mostrou menos ligações de hidrogênio com resíduos GAT1 e interações mais 

hidrofóbicas em comparação com NMP justificando seu escore de acoplamento 

ligeiramente diferente. Além disso, o mecanismo de ação do NMP é, pelo menos em 

parte, o resultado de suas propriedades de bloqueio GAT1 (Quadro 1). 

 

Quadro 1 - Alvos previstos para NMP com base em sua similaridade química 

com o banco de dados :Swiss Target Prediction. 

Alvo UniprotID Classe alvo Probabilidade Ativos 

conhecidos 

(3D/2D) 

Transportador 

GABA 1 

P30531 Transporte 

eletroquímico 

0.03 5/4 

Receptor GABA A 

lpha-3/beta-

2/gama-2 

P34903 

P47870 

P18507 

Canal de íons 

com ligante 

0.03 3/0 

RECEPTOR 

GABA A alfa-

2/beta-2/gama-2 

P47869 

P47870 

P18507 

Canal de íons 

com ligante 

0.03 4/0 

Renina P00797 Protease 0.03 0/13 

Egl nove homólogo 

1 

Q9GZT9 Oxidoreductase 0.02 1/0 

Receptor 

Adenosina A3 

P0DMS8 Receptor 

acoplado à 

0.02 2/3 
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Alvo UniprotID Classe alvo Probabilidade Ativos 

conhecidos 

(3D/2D) 

proteína A G da 

família A G 

Receptor GABA-B O75899 

Q9UBS5 

Receptor 

acoplado à 

proteína C G da 

família 

0 8/0 

Trombina P00734 Protease 0 0/8 

Hidrolase 

Leukotriene A4 

P09960 Protease 0 0/4 

Subunidade 

receptor GABA 

rho-1 

P24046 Canal de íons 

com ligante 

0 4/0 

Phospholipase A2 

grupo IIA 

P14555 Enzima 0 0/6 

Fospholipase A2 

grupo V 

P39877 Enzima 0 0/3 

Integrin alfa-

IIb/beta-3 

P08514 

P05106 

Receptor de 

membrana 

0 0/11 

Leucina 

aminopeptidase 

P28838 Protease 0 0/5 

Receptor de ácido 

biliar FXR 

Q96RI1 Receptor 

nuclear 

0 0/1 

Neprilysin P08473 Protease 0 0/23 

Subunidade 

alfa2/delta do canal 

de cálcio fechada 

por tensão 1 (por 

homologia) 

P54289 Subunidade 

auxiliar do canal 

de cálcio 

alpha2delta 

0 10/0 

Receptor de 

metastina 

Q969F8 Receptor 

acoplado à 

0 0/2 
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Alvo UniprotID Classe alvo Probabilidade Ativos 

conhecidos 

(3D/2D) 

proteína A G da 

família A G 

11-beta-

hidroxysteróide 

desidrogenase 1 

P28845 Enzima 0 0/9 

Synthase de óxido 

nítrico, cérebro 

P29475 Enzima 0 0/9 

Fonte: Dados do autor 

 

Figura 15 – Alvos moleculares da NMP 

 

Formas de ligação previstas para o N-metil-(2S,4R)-trans-4-hydroxy-l-proline (NMP) e a molécula de 

tiagabina, no local de ligação GAT1. (A) Interações intermoleculares 3D e 2D de NMP com o modelo 

GAT1 principal obtido pelo acoplamento na representação 3D. Os laços H são apresentados como linhas 

tracejadas pretas e as interações hidrofóbicas como superfícies verdes. No diagrama de interação 2D, as 

ligações de hidrogênio são apresentadas como setas magenta e interação cátion-Pi como setas vermelhas. 

(B) Interações intermoleculares 3D e 2D de tiagabina com GAT1: na representação 3D, a interação Pi-Pi é 

apresentada como linhas tracejadas pretas e as interações hidrofóbicas como uma superfície verde. No 

diagrama de interação 2D, a interação Pi-Pi é representada como setas verdes. 
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5.3. Resultados in vivo 

 

5.3.1. Efeitos de NMP em convulsões induzidas por pilocarpina 

 

Neste modelo amplamente utilizado de epilepsia do lobo temporal, dois 

parâmetros comportamentais foram analisados: a latência para a primeira convulsão e a 

latência para a morte. Observa-se um aumento do tempo na latência para a primeira 

convulsão, em relação ao grupo tratado com veículo (grupo Controle Negativo) após o 

tratamento agudo com NMP, nas doses de 100 e 200 mg/kg, v.o, respectivamente. 

Nenhuma mudança significativa foi observada com a dose mais baixa (50 mg/kg, v.o.). 

No entanto, aumentos significativos foram observados na latência para óbito, após os 

tratamentos com as três doses de NMP (50, 100 e 200 mg/kg), em relação ao grupo Pilo 

e nenhum percentual de sobrevivência foi observado (Figura 16). 

 A figura 16 mostra o efeito da N-metil- (2S, 4R)-trans-4-hidroxi-L-prolina nas 

doses de 25 e 50 mg/kg (Padrão) e com NMP, nas doses de 100 mg/kg, v.o, Foi observado 

um aumento da latência de primeira convulsão e do tempo de morte em todas as doses do 

padrão, sendo o mesmo observado com o ácido valpróico na dose de 10 mg/kg (controle 

positivo). Os mesmos aumentos significativos foram observados após os tratamentos com 

a dose de NMP (100 mg/kg), em relação ao grupo Pilo. Não houve diferença estatística 

comparando-se os grupos com o padrão e a NMP. A figura 18 mostra o espectro da fração 

e o composto isolado mostrando serem semelhantes. 

 

Figura 16 - Efeitos da NMP em convulsões induzidas por Pilocarpina 400mg/kg 
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Os animais foram tratados com o padrão N-metil- (2S, 4R) -trans-4-hidroxi-L-prolina (25 e 50 mg/kg) e 

com NMP (100 mg/kg) ou água destilada(veículo) v.o. Após 60 minutos foi administrado Pilocarpina (400 

mg/Kg), e avaliado a latência de primeira convulsão e de morte. Os valores representam a média ± E.P.M. 

(erro padrão da média)  *** p < 0,001 vs controle (ANOVA e teste de Tukey). 
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Figura 17 – Comparação entre os efeitos anticonvulsivantes apresentados pela 

substância N-metil- (2S, 4R) -trans-4-hidroxi-L-prolina, padrão de referência (Sigma-

Aldrich, USA) e a NMP, em convulsões induzidas por pilocarpina (400 mg/kg).  
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Os animais foram tratados com o padrão N-metil- (2S, 4R) -trans-4-hidroxi-L-prolina (25 e 50 mg/kg) e 

com NMP (100 mg/kg) ou água destilada(veículo) v.o. Após 60 minutos foi administrado Pilocarpina (400 

mg/Kg), e avaliado a latência de primeira convulsão e de morte. Os valores representam a média ± E.P.M. 

(erro padrão da média) * p< 0,05; ** p < 0,01 vs controle (ANOVA e teste de Tukey). 
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Figura 18 - Comparação do espectro 1H NMR da NMP com o composto de 

referência, D (N-methyl-(2S,4R)-trans-4-hydroxy-L-proline) adquirido da 

Sigma-Aldrich (99% pureza), mostrando a identidade química entre as duas 

substâncias. 

 

 
 
Fonte: Dados do documento suplementar visto em Aquino (2021). 

 

 

5.3.2. Efeito da NMP no modelo de convulsão induzida por Pentilenotetrazol 

 

Os animais pré-tratados com a dose da NMP de 25mg/kg não sofreram alteração 

no tempo de latência para a primeira convulsão e tempo de morte, quando comparado ao 

controle (p> 0,05) nas convulsões induzidas por pentilenotetrazol. Já nos grupos tratados 

com as doses de 100 e 200mg de NMP ocorreu um aumento significativo no tempo de 

latência para primeira convulsão (valores). Em relação à latência para primeira convulsão, 

houve um aumento significativo do tempo de latência de morte dos animais pré-tratados 

com todas as doses de 50, 100 e 200 mg/kg, em comparação ao grupo controle. Foi 

utilizado o ácido valpróico na dose de 10 mg/kg v.o como droga referência e uma 

associação desta com a NMP na dose de 25 mg/kg e houve diferença estatística em todos 

os parâmetros analisados, se comparado ao controle.  

 

a 
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 Os animais pré-tratados com NMP 100 e 200 mg/kg apresentaram taxa de 

sobrevivência de 11,76 e 18,18%, respectivamente. Já o tratamento com ácido valpróico 

apresentou 19,45% a associação com a NMP 25 mg/kg 25% (Tabela 1). 

 

Tabela 1 - Efeitos da NMP em convulsões induzidas por PTZ (80mg/kg). 

Grupos Latência de 1ª 

convulsão 

Latência de morte % 

Sobrevivência 

Veículo +PTZ 48,90±(16,38) 284,8±(141,4) 0 

NMP 25mg/kg+ PTZ 46,9±(13,44) 334,2±(11,22) 0 

NMP 50mg/kg + PTZ 66,91±(16,89) 467,0±(222,5)* 0 

NMP 100 mg/kg+ PTZ 73,35±(35,02)* 623,1±(299,5)** 11,76 

NMP 200 mg/kg+PTZ 83,45±(22,25)* 821,3±(268,0)** 18,18 

Ácido Valp 10mg/kg+PTZ 80,88±(14,99)** 669,3±(486,2)*** 19,45 

Ácido Valp 10+NMP 25+PTZ 84,25±(30,30)** 952,6±(374,5)*** 25 

Os animais foram tratados com NMP (25,50, 100 ou 200 mg/Kg), Ácido valpróico 10 mg/kg, NMP 25 

mg/kg + ácido valproico 10 mg/kg ou água destilada v.o. Após 60 minutos foi administrado PTZ (80 

mg/Kg), e avaliado a latência de primeira convulsão e de morte. Os valores representam a média ± E.P.M. 

(erro padrão da média) * p< 0,05; ** p < 0,01;***p<0,001 vs controle( ANOVA e teste de Tukey). 

 

5.3.3. Determinações de conteúdo de dopamina (DA) e seu metabólito ácido 3,4-

diidroxifenilacético (DOPAC) no corpo estriado de camundongos submetidos a 

convulsão por pilocarpina 

 

Houve redução dos níveis de Dopamina e DOPAC após a convulsão se comparado 

ao grupo controle (grupo de animais em que não foi administrado pilocarpina). O grupo 

que recebeu Pilocarpina (Pilo) + veículo diluidor (água destilada) apresentou uma 

diminuição de 63% no conteúdo de DA estriatal e essa diminuição foi significativamente 

revertida (41, 19 e 31%), nos grupos tratados com NMP (50, 100 e 200 mg/kg, v.o, 

respectivamente). Um resultado semelhante foi demonstrado para os níveis de DOPAC, 
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com uma diminuição de 75% no grupo Pilo+ veículo e apenas 41, 32 e 23% de 

diminuições, após os tratamentos NMP com as doses de 50, 100 e 200 mg/kg, vo, 

respectivamente (Figura 19). 

 

Figura 19 - Efeitos da NMP sobre os níveis de dopamina (DA) e seu metabólito 

ácido 3,4-diidroxifenilacético (DOPAC), no corpo estriado de camundongos 

submetidos a convulsões induzidas por pilocarpina (Pilo). 
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Os animais foram tratados com NMP(50, 100 ou 200 mg/kg) ou agua destilada v.o. Após 60 minutos foi 

administrado Pilo(400 mg/kg),e retirado o corpo estriado e analisado os níveis de Dopamina e DOPAC 

através de cromatografia líquida de alta eficiência ( HPLC). Os valores representam a média ± E.P.M. (erro 

padrão da média) * p< 0,05; ** p < 0,01 vs veículo; # p< 0,05 vs controle (ANOVA e teste de Tukey). 

 

 

 

5.3.4. Determinação do conteúdo de glutamato e GABA nas áreas cerebrais: córtex 

pré-frontal (CPF), hipocampo (HP) e corpo estriado (CE) de camundongos 

submetidos à convulsão por pilocarpina 

 

Foi visto que o grupo tratado apenas com veículo, em relação ao controle (grupo 

de animais em que não foi administrado pilocarpina) mostrou redução de (62 a 65% no 

CPF e CE, respectivamente) dos níveis de GABA e uma diminuição ainda maior (84%) 
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foi demonstrada no HP. Essas alterações foram revertidas após os tratamentos NMP, com 

as doses de 100 e 200 mg/kg, v.o. Já o contrário foi visto nos níveis de glutamato, 

apresentando aumentos significativos de: 5,7, 4,7 e 6,6 vezes, no CPF, HP e CE, no grupo 

veículo, comparativamente aos controles normais. Essas mudanças foram parcialmente 

revertidas após os tratamentos com NMP, em todas as três áreas testadas (Figura 20). 

 

Figura 20 - Efeitos da NMP sobre os níveis de GABA e Glutamato no córtex 

pré-frontal, hipocampo e corpo estriado de camundongos submetidos a 

convulsões induzidas por pilocarpina.  
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Os animais foram tratados com NMP (50, 100 ou 200 mg/kg) ou agua destilada(veículo) v.o. Após 60 

minutos foi administrado Pilocarpina(400 mg/kg),e o córtex pré-frontal, hipocampo e corpo estriado foram 

retirados e posteriormente analisados os níveis de GABA e Glutamato através de cromatografia líquida de 

alta eficiência ( HPLC). Os valores representam a média ± E.P.M. (erro padrão da média) * p< 0,05; ** p 

< 0,01 vs veículo; # p< 0,05 vs controle (ANOVA e teste de Tukey). 

 

5.3.5. Efeitos dos tratamentos com NMP no conteúdo de nitrito em áreas cerebrais de 

camundongos submetidos a convulsão por pilocarpina 

 

Determinou-se o conteúdo de nitrito cerebral como um índice de estresse 

oxidativo, no córtex pré-frontal (CPF), hipocampo (HP) e corpo estriado (CE). Os dados 

mostraram aumentos variando de 1,7 a 1,9 vezes, nessas áreas do cérebro no grupo 

veículo, em relação aos controles normais. Os valores foram quase ou completamente 
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normalizados após os tratamentos NMP (100 e 200 mg/kg, v.o.) em todos os grupos 

testados. 

 

Figura 21 - Efeitos da NMP sobre o córtex pré-frontal (CPF), hipocampo e corpo 

estriado durante as convulsões induzidas por Pilocarpina. 
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As colunas representam a média ± erro padrão da média (EPM) após a administração da pilocarpina, 

analisados por ANOVA com teste de Tukey como post hoc. * : p < 0.05, **: p< 0,01 quando comparado 

ao Veículo; # p < 0.05 quando comparado com controle.  

 

5.3.6. Efeitos dos tratamentos com NMP sobre a peroxidação de lipídios do cérebro 

(ensaio TBARS) em áreas cerebrais de camundongos submetidos a convulsão 

por pilocarpina 

 

A peroxidação lipídica é a degradação oxidativa dos lipídios, atuando como um 

mecanismo de reação em cadeia de radical livre. Mostramos aumentos de 1,4 a 1,5 vezes 

dos níveis de MDA no grupo veículo, em comparação com o controle, em todas as áreas 

do cérebro testadas. Os valores voltaram aos dos controles normais, após tratamentos com 

NMP, nas doses de 100 e 200 mg/kg, v.o. (Figura 20). 
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Figura 22 - Efeitos da NMP sobre sobre os níveis de peroxidação lípidica no 

córtex pré-frontal (CPF), hipocampo e corpo estriado durante as convulsões 

induzidas por Pilocarpina. 
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As colunas representam a média ± erro padrão da média (EPM) após a administração da pilocarpina, 

analisados por ANOVA com teste de Tukey como post hoc. * : p < 0.05, **: p< 0,01 quando comparado 

ao Veículo; # p < 0.05 quando comparado com controle.  

 

5.3.7. Efeitos dos tratamentos com NMP no conteúdo de glutationa (GSH) em áreas 

cerebrais de camundongos submetidos a convulsão por pilocarpina 

 

Evidenciaram-se diminuições significativas no conteúdo de GSH, variando de 38 

a 47% nas áreas do cérebro testadas, no grupo veículo, em relação ao grupo controle. A 

maior queda foi observada na área do córtex pré-frontal. Nos grupos tratados com NMP, 

tanto nas doses de 100 como de 200, ocorreu um bloqueio/reversão do efeito da 

pilocarpina, com níveis de glutationa similares aos do controle. 

 

 

 

 



 

 

75 

Figura 23 - Efeitos da NMP sobre os níveis de glutationa reduzida no córtex pré-

frontal (CPF), hipocampo e corpo estriado durante as convulsões induzidas por 

Pilocarpina. 
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As colunas representam a média ± erro padrão da média (EPM) após a administração da pilocarpina, 

analisados por ANOVA com teste de Tukey como post hoc. * : p < 0.05, **: p< 0,01 quando comparado 

ao Veículo; # p < 0.05 quando comparado com controle.  

 

 

5.3.8. Efeitos dos tratamentos da NMP sobre os conteúdos de IL-6 e IFN-γ do 

hipocampo de camundongos submetidos a convulsão por pilocarpina 

 

A pilocarpina promoveu um aumento de quatro vezes dos níveis de IL-6 e de duas 

vezes dos níveis de IFN-γ nos hipocampos dos animais submetidos a convulsão pela 

mesma, se comparado ao grupo que não sofreu convulsões (controle). Este aumento foi 

revertido de maneira significativa nos grupos tratados com NMP nas doses de 100 e 

200mg/kg, no entanto não observado do grupo tratado apenas com veículo (Figura 24). 
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Figura 24 - Efeitos da NMP sobre os níveis das citocinas inflamatórias: Il-6 e 

IFN-y em hipocampo e corpo estriado durante as convulsões induzidas por 

Pilocarpina. 
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As colunas representam a média ± erro padrão da média (EPM) após a administração da pilocarpina, 

analisados por ANOVA com teste de Tukey como post hoc. * : p < 0.05 quando comparado ao Veículo; # 

p < 0.05 quando comparado com controle.  

 

5.3.9. Efeitos dos tratamentos com NMP na imunoexpressão de GFAP de áreas do 

hipocampo e córtex temporal de camundongos submetidos a convulsão por 

pilocarpina 

 

Foi realizado um ensaio de imunohistoquímica para GFAP (proteína glial fibrilar 

ácida) nas áreas do hipocampo e córtex temporal (CT) e foram vistos aumentos variando 

de 5 vezes (área CA3) a 8 vezes (área CA1), nos grupos Pilo, em comparação com o 

grupo normal (animais onde não foi induzida a convulsão), sendo estes aumentos 

revertidos em relação aos controles na área CA3, após os tratamentos NMP (100 e 200 

mg/kg, v.o.). Os aumentos da imunomarcação foram ainda maiores no giro denteado 

(GD) que apresentou aumento de quase 11 vezes no grupo Veículo+Pilo, em relação aos 

controles. Estes aumentos foram atenuados após tratamentos com NMP 100 mg/kg 

(aumento de cerca de 3 vezes) e 200 mg/kg (aumento de cerca de 4 vezes) (Figuras 25, 

26, 27 e 28). 
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Figura 25 - Efeitos da NMP sobre a expressão de GFAP no hipocampo região 

do giro denteado (GD) durante as convulsões induzidas por pilocarpina. 
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As colunas representam a média ± erro padrão da média (EPM) após a administração da pilocarpina, 

analisados por ANOVA com teste de Tukey como post hoc. * : p < 0.05, quando comparado ao Veículo, 

#p< 0,05 quando comparado ao controle normal. 
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Figura 26 - Efeitos da NMP sobre a expressão de GFAP no hipocampo região 

CA1 durante as convulsões induzidas por pilocarpina. 
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As colunas representam a média ± erro padrão da média (EPM) após a administração da pilocarpina, 

analisados por ANOVA com teste de Tukey como post hoc. * : p < 0.05, quando comparado ao Veículo, 

#p< 0,05 quando comparado ao controle normal. 
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Figura 27 - Efeitos da NMP sobre a expressão de GFAP no hipocampo região 

CA3 durante as convulsões induzidas por pilocarpina. 
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As colunas representam a média ± erro padrão da média (EPM) após a administração da pilocarpina, 

analisados por ANOVA com teste de Tukey como post hoc. *p<0,05 * *: p < 0.01, quando comparado ao 

Veículo, #p< 0,001 quando comparado ao controle normal. 

 

 

 

 

 



 

 

80 

Figura 28 - Efeitos da NMP sobre a expressão de GFAP no córtex temporal (CT) 

durante as convulsões induzidas por Pilocarpina. 
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As colunas representam a média ± erro padrão da média (EPM) após a administração da pilocarpina, 

analisados por ANOVA com teste de Tukey como post hoc. **: p < 0.001, quando comparado ao Veículo, 

#p< 0,001 quando comparado ao controle normal.  

 

 

5.3.10. Modelo de Estado epiléptico através da administração de pilocarpina via 

intracerebroventricular (i.c.v) 

 



 

 

81 

5.3.10.1. Efeito do tratamento com o NMP sobre camundongos submetidos 

ao modelo de estado epiléptico no teste do Reconhecimento do Objeto 

Novo 

 

Três dos 27 camundongos morreram após o tratamento com Pilo (11% de 

mortalidade), enquanto todos os camundongos do grupo falso operado (FO) 

sobreviveram. No novo teste de reconhecimento de objeto para memória de curto prazo 

os animais do grupo Pilo (veículo) exibiram desempenho significativamente prejudicado 

em comparação com o grupo FO (Figura 29). Por outro lado, o tratamento com NMP em 

ambas as doses de 100 mg/kg e 200 mg/kg v.o foi capaz de prevenir o comprometimento 

da memória de curto prazo relacionado à lesão induzida pela pilocarpina, onde o 

desempenho desses animais tratados com NMP não foi diferente do grupo FO. 

 

Figura 29 – Alterações cognitivas promovidas sobre a memória de reconhecimento pela 

NMP induzidas pela injeção intracerebroventricular (icv) de pilocarpina (Pilo), avaliada 

pelo teste de reconhecimento de objetos. 
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Os animais receberam Pilo (300 µg / 1 µL, icv) e, 24 h após, foram tratados por 15 dias com NMP (100 ou 

200 mg/kg, ou com água destilada (veículo). Os testes comportamentais foram realizados 1 hora após a 

última administração das drogas testadas. *p <0,05; ** p<0,01 vs veículo (Pilo 300 𝜇g ). ANOVA seguida 

pelo teste de Dunnett. 

 

5.3.10.2. Efeito do tratamento com a NMP sobre camundongos submetidos 

ao modelo de estado epiléptico no teste do labirinto em Y (Y-maze) 

 

Também se investigou o desempenho comportamental no teste do labirinto em Y, 

que foi usado para avaliar a memória de curto prazo e a memória operativa. Neste teste, 

o grupo Pilo exibiu uma porcentagem significativamente reduzida de alternâncias corretas 
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nos eixos do labirinto em comparação com o grupo F.O. O tratamento com NMP preveniu 

o comprometimento cognitivo significativamente em ambas as doses (Figura 30), 

preservando assim o funcionamento da memória do camundongo. 

 

Figura 30 – Alterações cognitivas promovidas sobre a memória operacional pela 

NMP induzidas pela injeção intracerebroventricular (icv) de pilocarpina (Pilo), 

avaliado pelo teste do labirinto em Y em camundongos 
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Os animais receberam Pilo (300 µg/1 µL, icv) e, 24 h após, foram tratados por 15 dias com NMP (100 ou 

200 mg/kg, ou com água destilada (veículo). Os testes comportamentais foram realizados 1 hora após a 

última administração das drogas testadas. *p <0,05 vs. veículo ( Pilo 300 𝜇g). ANOVA seguida pelo teste 

de Dunnett. 

 

Embora não tenhamos monitorado os animais em longo prazo, a fim de registrar 

a ocorrência de crises recorrentes espontâneas, que aparecem principalmente a partir da 

2ª semana após a injeção de Pilo, é importante mencionar que notamos um 

comportamento evidente que consiste em agressividade e hiper-reatividade notáveis em 

resposta a ruídos e manuseio. Este comportamento é frequentemente relatado em animais 

com convulsões espontaneamente recorrentes documentadas por gravação de vídeo 

eletrocorticográfica em vários modelos usando pilocarpina. 

 

5.3.10.3. Coloração de Nissl para avaliação da viabilidade neuronal 

 

O tratamento com Pilo induziu uma redução notável nos neurônios corados com 

Nissl da região CA1 do cornus Ammonis (CA) (redução de 52%), em comparação com o 

grupo FO. O tratamento com NMP na dose de 100 mg/kg resultou em valores semelhantes 

aos do grupo Pilo+ veículo (redução de 43%) e, portanto, não preveniu significativamente 

a redução dos neurônios piramidais CA1 quando comparado ao grupo FO. Em contraste, 
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a dose de 200mg/Kg promoveu um aumento significativo no número de células viáveis 

em reação ao grupo Pilo + veículo.  

Na região CA3, uma redução de 69% nas células viáveis (indicada pelas setas 

pretas) foi observada no grupo Pilo+ veículo, em comparação com o grupo FO. O 

tratamento com NMP, em ambas as doses, limitou a 18% a diminuição do percentual de 

células viáveis, quando comparado com o grupo Pilo+ veículo. Na área do giro denteado 

(DG), não houve redução significativa de neurônios na camada granular, evidenciando 

uma maior resistência dessas células nesta região (Figuras 31A, 31B e 31C). 

 

Figura 31 -Fotomicrografias representativas (ampliação de 10x) mostrando o 

efeito da NMP sobre a morte de neurônios do hipocampo na região do corpus 

ammonis CA1 (A), CA3 (B) e giro dentado (DG) (C) em camundongos 

submetidos à injeção intracerebroventricular (icv) de pilocarpina (Pilo). 

(A) 
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(B) 

 

 

 

 

(C) 

 

Os animais receberam Pilo (300 µg / 1 µL, icv) e, 24 h após, foram tratados com NMP (100 ou 200 mg/ kg 

ou água destilada por via oral,), por 15 dias. O grupo falso-operado (FO) recebeu o veículo, água destilada 

v.o. Após os testes comportamentais, os animais foram submetidos à eutanásia para análise histológica com 

violeta cresil (n = 4 animais / grupo, três fatias / animal). Os gráficos de barras mostram o valor médio de 

células / campos viáveis (10 campos / grupo) #vs. FO, *p <0,05. vs. Pilo+ veículo, **p <0,01 vs. Pilo+ 

veículo (ANOVA, seguida pelo teste de Tukey). Setas pretas apontam para os neurônios viáveis. Foram 

considerados viáveis os neurônios que apresentavam coloração violeta no citoplasma, além de aspectos 

morfológicos normais (células redondas ou ovais com núcleos centralizados). 

 

5.3.10.4. Análise da expressão da molécula adaptadora de ligação de cálcio 

ionizada 1 (Iba-1) por Western Blot 
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O western blot para Iba-1 em hipocampos, padronizado para α-tubulina, mostrou 

um aumento significativo de 2,2 vezes deste marcador de células inflamatórias no grupo 

Pilo+ veículo em comparação com o grupo FO. Notavelmente, em ambos os grupos 

Pilo+NMP100 e NMP200, os valores estavam abaixo do nível basal do grupo FO, embora 

não significativamente, demonstrando uma reversão completa do efeito da pilocarpina 

(Figura 32). 

 

Figura 32- Efeitos da NMP sobre a expressão de Iba1, induzidas pela injeção 

intracerebroventricular (icv) de pilocarpina (Pilo) 
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Os animais receberam Pilo (300 µg / 1 µL, icv) e, 24 h após, foram tratados com NMP (100 ou 200 mg/kg 

ou água destilada por via oral,), por 15 dias. O grupo falso-operado (FO) recebeu o veículo, água destilada 

v.o. Após os testes comportamentais, os animais foram submetidos à eutanásia para análise histológica com 

violeta cresil (n = 4 animais / grupo, três fatias / animal). Os gráficos de barras mostram o valor médio de 

células / campos viáveis (10 campos / grupo) #vs. FO, *p <0,05. vs. Pilo+ veículo, **p <0,01 vs. Pilo+ 

veículo (ANOVA, seguida pelo teste de Tukey).  

 

5.3.10.5. Análise da expressão de GFAP por Imunofluorescência 

 

A análise de imunofluorescência para GFAP (Figura 33) mostrou no CA1 um 

aumento significativo de 1,5 vezes da marcação no grupo Pilo + veículo em comparação 

com o FO. A intensidade da imunomarcação nos grupos NMP100 e NMP200 foi inferior 

aos valores encontrados no grupo FO. Dados semelhantes também foram observados no 

CA3 e no GD, nos quais houve aumento respectivo de duas vezes e 1,8 vezes. Os valores 
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foram semelhantes aos do grupo FO em ambos os grupos NMP, sem diferença 

significativa entre os três grupos mencionados, demonstrando reversão dos efeitos 

promovidos pela pilocarpina em todas as áreas estudadas. 

 

Figura 33 - Fotomicrografias representativas (ampliação de 10x) mostrando os 

efeitos da NMP sobre a expressão de GFAP do hipocampo na região do corpus 

ammonis CA1, CA3 e giro dentado (GD) em camundongos submetidos à injeção 

intracerebroventricular (icv) de pilocarpina (Pilo). 

 

Os animais receberam Pilo (300 µg / 1 µL, icv) e, 24 h após, foram tratados com NMP (100 ou 200 mg/kg, 

via oral, po), por 15 dias. O grupo sham-operado (FO) recebeu o veículo, água destilada, vo. Após os testes 

comportamentais, os animais foram eutanasiados para ensaios de imunofluorescência, realizados com 

quatro animais por grupo. À esquerda, as fotomicrografias são apresentadas para cada grupo, em campos 

hipocampais mostrando células coradas apenas para GFAP (em vermelho) e núcleos contrastados com 4′,6-

diamidino-2-fenilindol (DAPI) (em azul). A quantificação (barras à direita) refere-se à densidade integrada 

de fluorescência nos vários subcampos hipocampais. #. vs. FO, p <0,05; *vs. Pilo+veículo, p <0,05 (one 

way ANOVA seguida pelo teste de Tukey). 
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5.3.10.6. Análise da expressão de Caspase 3 por Imunofluorescência 

Semelhante a expressão de GFAP, na análise de imunofluorescência para Caspase 

3 (Figura 34) mostrou no CA1 um aumento significativo de 2,15 vezes da marcação no 

grupo Pilo + veículo em comparação com o FO. A intensidade da imunomarcação nos 

grupos NMP100 e NMP200 foi inferior aos valores encontrados no grupo FO. Dados 

semelhantes também foram observados no CA3 e no GD, nos quais houve aumento 

respectivo de duas vezes e 1,09 vezes. Os valores foram semelhantes aos do grupo FO 

em ambos os grupos NMP, sem diferença significativa entre os três grupos mencionados, 

demonstrando reversão dos efeitos promovidos pela pilocarpina em todas as áreas 

estudadas. 

 

Figura 34 – Fotomicrografias representativas (ampliação de 10x) mostrando os 

efeitos da NMP sobre a expressão de Caspase 3 do hipocampo na região do 

corpus ammonis, CA1, CA3 e giro dentado (GD) em camundongos submetidos 

à injeção intracerebroventricular (icv) de pilocarpina (Pilo). 
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Os animais receberam Pilo (300 µg / 1 µL, icv) e, 24 h após, foram tratados com NMP (100 ou 200 mg/kg, 

via oral, po), por 15 dias. O grupo falso operado (FO) recebeu o veículo, água destilada, vo. Após os testes 

comportamentais, os animais foram eutanasiados para ensaios de imunofluorescência, realizados com 

quatro animais por grupo. À esquerda, as fotomicrografias são apresentadas para cada grupo, em campos 

hipocampais mostrando células coradas apenas para CASPASE 3 (em verde) e núcleos contrastados com 

4′,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) (em azul). A quantificação (barras à direita) refere-se à densidade 

integrada de fluorescência nos vários subcampos hipocampais. #. vs. FO, p <0,05; *vs. Pilo+veículo, p 

<0,05 (one way ANOVA seguida pelo teste de Tukey). 

 

5.3.10.7. Expressão de GAT1 por imunohistoquímica 

 

Os achados da imunohistoquímica para GAT1 foram analisados no hipocampo. 

No subcampo CA1 do hipocampo, a expressão GAT1 no grupo Pilo aumentou quase 12 

vezes em comparação com o grupo FO. Esta mudança foi muito menor (respectivamente, 

4,6 vezes e 5,3 vezes) nos grupos Pilo + NMP nas doses de 100 e 200 mg/kg, e não diferiu 

significativamente dos níveis do grupo FO. Em outras palavras, a NMP em ambas as 

doses preveniu parcialmente o aumento de GAT1 induzido por Pilo icv em CA1 (Figura 

35).  

Um efeito semelhante foi observado em CA3, onde a marcação de GAT1 

aumentou 17 vezes, em comparação com o grupo FO. Embora não seja significativamente 

diferente do grupo FO, menos aumentos consistentes (três vezes e quatro vezes) foram 

observados após o tratamento com NMP, respectivamente, nas doses de 100 e 200 mg/ 

kg (Figura 35). Além disso, a região do DG exibiu um aumento de 24 vezes na marcação 

de GAT1 no grupo Pilo+veículo em comparação com o grupo FO. Embora não seja 

significativo, um aumento (cerca de três vezes) em comparação com o grupo Pilo+ 

veículo foi observado em ambas as doses de NMP (Figura 35A, 35B e 35C). 

 

Figura 35 -Fotomicrografias representativas (ampliação de 20x) mostrando o efeito da 

NMP sobre a expressão de GAT-1 no hipocampo daa região: Ammonis CA1 (A), CA3 

(B) e giro dentado (DG) (C) em camundongos submetidos à injeção 

intracerebroventricular (icv) de pilocarpina (Pilo). 
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Os animais receberam Pilo (300 µg / 1 µL, icv) e, 24 h após, foram tratados com NMP (100 ou 200 mg/kg, 

via oral, vo), por 15 dias. O grupo sham-operado (FO) recebeu o veículo, água destilada, vo. Após os testes 

comportamentais, os animais foram eutanasiados para ensaios de imunohistoquímica, realizados com 

quatro animais por grupo. À esquerda, as fotomicrografias são apresentadas para cada grupo, em campos 

hipocampais mostrando células marcadas. A quantificação (barras à direita) refere-se à densidade ótica de 

nos vários subcampos hipocampais. #. vs. FO, p <0,001; *vs. Pilo+veículo, p <0,001 (one way ANOVA 

seguida pelo teste de Tukey). 

 

5.3.10.8. Expressão de GAT-1 por Western Blot 

 

Os resultados da análise imunohistoquímica para GAT-1 foram confirmados por 

experimentos de western blot em hipocampos inteiros. O grupo Pilo exibiu um aumento 

significativo de 1,9 vezes na imunoexpressão de GAT1 em comparação com o grupo FO, 

sendo este efeito revertido nos grupos tratados com NMP em ambas as doses. O grupo Pilo 

+ NMP100 apresentou expressão de GAT1 53% menor em relação ao grupo Pilo + veículo. 

Não houve diferença significativa entre os grupos FO e Pilo + NMP200 (Figura 36). 

 

Figura 36 - Efeitos da NMP sobre a expressão de GAT-1, induzidas pela injeção 

intracerebroventricular (icv) de pilocarpina (Pilo) 
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Os animais receberam Pilo (300 µg / 1 µL, icv) e, 24 h após, foram tratados com NMP (100 ou 200 mg/ kg 

ou água destilada por via oral,), por 15 dias. O grupo falso-operado (FO) recebeu o veículo, água destilada 

v.o. Após os testes comportamentais, os animais foram submetidos à eutanásia para análise histológica com 

violeta cresil (n = 4 animais / grupo, três fatias / animal). Os gráficos de barras mostram o valor médio de 

células / campos viáveis (10 campos / grupo) #vs. FO, *p <0,05. vs. Pilo+ veículo, **p <0,01 vs. Pilo+ 

veículo (ANOVA, seguida pelo teste de Tukey).  
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6 DISCUSSÃO 

 

A epilepsia é uma doença neurológica cujos mecanismos envolvidos com a 

geração de convulsões não são completamente compreendidos, sendo que cerca de 30% 

dos pacientes são refratários às terapias convencionais. Portanto, a busca por novos 

medicamentos anti-epilépticos se torna muito necessária. Até agora, os mecanismos de 

ação mais importantes para a geração de convulsões se concentram na hiperatividade dos 

sistemas de aminoácidos excitatórios e, níveis insuficientes, recaptação ou desregulação 

do neurotransmissor GABA ou outros distúrbios nas propriedades das membranas 

neuronais (LASOÑ; CHLEBICKA; REJDAK, 2013). 

No presente trabalho, pela primeira vez, foi utilizada uma fração metanólica rica 

em N-metil-(2S,4R)-trans-4-hidroxi-L-prolina (NMP) isolada das folhas de Syderoxylon 

obtusifolium, espécie medicinal utilizada no Nordeste do Brasil devido às suas 

propriedades analgésicas e anti-inflamatórias, entre outras. 

 Os ensaios com cultura de astrócitos demonstraram que mesmo após a injúria 

celular com uma concentração citotóxica de pilocarpina, a fração rica em NMP conseguiu 

recuperar parcialmente a viabilidade no modelo utilizado. Essa recuperação se deu 

concomitante a uma diminuição pronunciada do acúmulo de EROs intracitoplasmáticas, 

o que protegeu as mitocôndrias contra a despolarização. Esses dados são relevantes, uma 

vez que o estresse oxidativo é um dos principais fatores que levam à morte celular devido 

à oxidação de lipídios de membrana, alteração da função de proteínas e enzimas, danos 

diretos nos ácidos nucléicos, além da ruptura da cadeia transportadora de elétrons 

dependente do potencial elétrico mitocondrial, alterando a função da ATP-sintase e 

portanto o limiar energético da célula (N; V, 2016). 

Mostramos que este componente bioativo contendo um derivado do aminoácido 

L-prolina (NMP), aumentou significativamente a latência para a primeira convulsão e 

latência de morte, nos modelos de convulsão por pilocarpina e PTZ em camundongos. 

Modelos experimentais de indução de convulsão em roedores são utilizados com o 

objetivo de mimetizar as convulsões espontâneas crônicas da epilepsia, a qual envolve 

alterações nas interações astrócitos-neuronais, relacionadas ao metabolismo mitocondrial 

e à manutenção e reabastecimento de substratos para o ciclo do ácido tricarboxílico 

(HADERA et al., 2016). 

Um trabalho realizado por Hong et al (2012) descreve que a regulação da 

homeostase da glutationa (GSH), uma das principais defesas antioxidantes intracelulares, 



 

 

93 

após o estado epiléptico induzido por pilocarpina pode melhorar o comprometimento 

cognitivo e inibir a ativação dos astrócitos e os danos oxidativos (HONG et al., 2012). 

De fato, a ativação astrocitária pela pilocarpina e o consequente estresse oxidativo 

estão associados com os mecanismos fisiopatológicos de diversos distúrbios 

neurológicos. Um estudo anterior demonstrou que a atenuação do processo inflamatório 

em astrócitos melhora a sinalização cálcio-dependente e a função mitocondrial, 

repercutindo em melhoras no aprendizado e na memória (XIAN et al., 2019). 

Logo, ratifica-se a importância da busca de substâncias que atuem nessas vias 

melhorando o metabolismo celular no sistema nervoso central. Um trabalho realizado por 

Sarhan et al (1989) estudou o potencial anticonvulsivante da L-prolina e de alguns de seus 

derivados, demonstrando que esses compostos apresentam efeitos potencializadores da 

neurotransmissão inibitória mediada pelo GABA, além de antagonizar os efeitos do 

glutamato, um dos principais neurotransmissores causadores de excitotoxicidade e 

estresse oxidativo no sistema nervoso central (SARHAN; SEILER, 1989).  

A L-prolina parece participar da prevenção de processos neurodegenerativos. Um 

estudo envolvendo o uso de tripipeptídeos contendo glicina-α-metil-prolina demonstrou 

propriedades neuroprotetoras através de uma modulação neuroinflamatórios associados 

ao estresso oxidativo e à produção de óxido nítrico neuronal devido à inibição da resposta 

inflamatória pela supressão de NF-kB e, consequentemente, a expressão de genes 

inflamatórios como a NOS indutível (iNOS) (CACCIATORE et al., 2016). Num estudo 

do nosso grupo demonstramos que a NMP possui atividade anti-inflamatória diminuindo 

a expressão de COX-2, iNOS, TNF-alfa e NF-kB no modelo de inflamação periférico de 

edema de pata (DE AQUINO et al., 2017). 

Um estudo com o aminoácido L-prolina mostrou-se eficaz em suprimir 

convulsões generalizadas e focais, induzidas pela ouabaina em modelos experimentais 

em roedores (TSUKADA et al., 1974). Com isso surge a hipótese de que a L-prolina pode 

funcionar como um neurotransmissor ou neuromodulador no cérebro. Previamente, 

neurônios contendo co-transportadores para L-prolina foram identificados no cérebro de 

ratos através de imunohistoquímica (TAKEMOTO; SEMBA, 2006). Esses dados 

corroboram a nossa hipótese de que os efeitos da NMP são derivados do teor de L-prolina 

presente nessa fração metanólica de S. obtusifolium. 

A L-prolina parece participar da prevenção de processos neurodegenerativos. Um 

estudo envolvendo o uso de tripipeptídeos contendo glicina-α-metil-prolina demonstrou 

propriedades neuroprotetoras através de modulação neuroinflamatória associada ao 
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estresso oxidativo e à produção de óxido nítrico neuronal devido à inibição da resposta 

inflamatória pela supressão de NF-kB e, consequentemente, a expressão de genes 

inflamatórios como a NOS indutível (iNOS). Mostramos, outrossim, que a L-prolina e a 

trans-L-prolina apresentam propriedades antinociceptiva e anti-inflamatória no teste da 

formalina em camundongos (dados não publicados), reforçando a hipótese de que grande 

parte dos efeitos observados no presente estudo são devidos ao teor de L-prolina presente 

na NMP.  

Além disso, o sistema dopaminérgico tem mostrado ter um efeito modulador de 

convulsões que depende dos subtipos dos receptores de dopamina cerebral (BOZZI; 

BORRELLI, 2013). Evidências indicam que as drogas que estimulam o sistema 

dopaminérgico, como apomorfina e anfetaminas, bem como drogas antiparkinsonianas, 

como pergolida e bromocriptina, apresentam efeitos antiepilépticos e anticonvulsivos 

(BOZZI; BORRELLI, 2006; BOZZI; PROVENZANO; CASAROSA, 2018). 

Os neurônios dopaminérgicos também parecem modular a plasticidade sináptica, 

fenômeno afetado pela atividade convulsiva (HANSEN; MANAHAN-VAUGHAN, 

2014). Corroborando com esses achados, mostramos que os corpos estriados dos animais 

submetidos a convulsões induzidas por pilocarpina, apresentaram diminuição do 

conteúdo da DA e do DOPAC, efeitos que foram parcialmente revertidos nos grupos 

tratados com NMP. 

O papel neuromodulatório do sistema dopaminérgico ocasiona uma intensa mudança 

na atividade neuronal e como conseqüência na neurotransmissão excitatória 

(glutamatégica) e inibitória (GABAergica), e esse complexo parece estar desregulado na 

epilepsia (GUERRIERO; GIZA; ROTENBERG, 2015). No modelo de convulsão 

induzida por pilocarpina, mostramos diminuição dos níveis de GABA e aumento de 

glutamato e estes foram revertidos pelos tratamentos de NMP. 

O estresse oxidativo e a produção excessiva de EROS estão envolvidos com a 

iniciação e progressão de crises epilépticas (SHIN et al., 2011). A enzima glutationa 

(GSH), entre outras funções fisiológicas, está altamente envolvida na proteção cerebral 

contra EROS (DRINGEN; GUTTERER; HIRRLINGER, 2000). O comprometimento 

desta enzima tem sido correlacionado a várias doenças neurológicas, incluindo epilepsia 

(DRINGEN; HIRRLINGER, 2003). 

Um grande conjunto de evidências indica um papel para mediadores inflamatórios 

na epileptogênese (SHIMADA et al., 2014). Observamos aumentos significativos nos 

níveis de IL-6 e IFN-gama, na presença de convulsões induzidas por pilocarpina no 
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hipocampo dos animais. Essas mudanças foram atenuadas, após os tratamentos com 

NMP. Os aumentos dos níveis de citocinas pró inflamatórias, incluindo IL-6 e IFN-gama, 

foram observados em pacientes epilépticos (SINHA et al., 2008) corroborando nossos 

achados. 

A astrogliose é considerada uma característica importante na epilepsia e também 

pode estar envolvida no desenvolvimento e persistência de convulsões que resultam em 

uma hipertrofia proeminente de astrócitos (KHURGEL; IVY, 1996). Mostramos que a 

pilocarpina aumentou a expressão de GFAP, marcador astrocitário, em todos os modelos 

usados in vitro e in vivo. Essas mudanças foram atenuadas pelos tratamentos com NMP. 

Corroborando com nossos achados, os aminoácidos como a L-leucina e D-leucina 

tem demonstrado ação neuroprotetora quando administrados antes do início das 

convulsões induzidas por ácido kainico e eletrochoque em roedores (HARTMAN et al., 

2010; SARHAN; SEILER, 1989). 

Mostrou-se que o acúmulo de prolina intracelular em células de mamíferos se 

correlaciona com a diminuição dos níveis de ROS e o aumento da proteção contra o 

estresse oxidativo (BECKER; ZHU; NATARAJAN, 2009). A L-prolina melhora a taxa 

de sobrevivência de mitocôndrias como demonstrado em um estudo in vitro (ZHANG et 

al., 2016). Além disso a L-prolina mostrou capacidade de prevenção dos efeitos nocivos 

do LPS como a inflamação e estresse oxidativo, entre outros parâmetros, no córtex 

cerebral e cerebelo de ratos (ANDRADE et al., 2018). 

Mostramos que a NMP exerceu atividades anti-inflamatórias e neuroprotetoras no 

modelo de epilepsia utilizando pilicarpina icv e este efeito foi apresentado não apenas 

pela NMP, mas também pela L-prolina e N-metil (2S, 4R)-trans-hidroxi-L-prolina como 

dito anteriormente, sugerindo que esta atividade de NMP é devido ao seu conteúdo deste 

aminoácido. A administração via icv de pilocarpina é um modelo de estado epiléptico 

muito útil como ferramenta para investigar os mecanismos subjacentes à geração e 

manutenção de convulsões (FURTADO et al., 2002). 

A epilepsia está ligada a muitas comorbidades (DEVINSKY; VAZQUEZ, 1993) 

e os transtornos comportamentais relacionados incluem depressão, psicose e déficits 

cognitivos graves, que prejudicam significativamente a funcionalidade de vida do 

paciente (CORNAGGIA et al., 2006). Mostramos que após a administração via icv de 

pilocarpina os camundongos apresentaram um déficit acentuado na memória de curto 

prazo, o que foi evitado pelas duas doses de NMP avaliadas aqui. O ORT é um teste 

comportamental frequentemente usado para a investigação de vários aspectos da 
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aprendizagem e memória em camundongos (LUEPTOW, 2017). A pilocarpina também 

reduziu significativamente o número de alterações espontâneas corretas, em comparação 

com o grupo FO, conforme avaliado pelo teste Y-maze usado para avaliar a memória de 

trabalho em camundongos. 

 Portanto, a NMP, como outros derivados da L- prolina (SARHAN; SEILER, 

1989) constituem não apenas uma ferramenta útil para o controle da atividade pró-

convulsão, mas também para neutralizar os déficits cognitivos associados à epilepsia que 

representam um grande fardo para esses pacientes. 

Segundo Furtado e colaboradores (FURTADO et al., 2002), a pilocarpina via icv 

provoca uma neurodegeneração nos subcampos hipocampais, conforme confirmado no 

presente estudo. Comparativamente, o uso do ácido kainico, induz a neurodegeneração 

no CA3, deixando o CA1 e o GD quase intactos (VICTOR NADLER; CUTHBERTSON, 

1980). Ambas as doses de NMP foram capazes de proteger o subcampo hipocampal CA3, 

enquanto apenas a dose mais alta foi eficaz no subcampo CA1. Esta observação sugere 

que os resultados obtidos nos testes comportamentais descritos poderiam ser mais 

dependentes da proteção no subcampo CA3 hipocampal. 

A epilepsia é uma doença neurológica que causa rupturas esporádicas e 

progressivas da atividade neuronal ou de uma rede neuronal-glial heterogênea (BINDER; 

CARSON, 2013). Evidências mostram que a atividade cerebral e a conectividade são 

drasticamente alteradas durante as convulsões epilépticas. As redes cerebrais são 

conhecidas por mudar de um estado de repouso equilibrado para um estado hiperativo e 

hipersíncromo (DIAZ VERDUGO et al., 2019). 

Modelos experimentais usando a pilocarpina mostraram-se eficazes em induzir 

uma ativação anormal de astrócitos e microglia no GD, de três até 20 dias após as 

convulsões iniciais em ratos (SCHARTZ et al., 2016). O intervalo de tempo do nosso 

estudo foi dentro do período mencionado de ativação glia e demonstrou que a NMP é 

capaz de manter tanto os astrócitos quanto microglia no estado de equilíbrio. 

A microglia é conhecida por desempenhar um papel crítico na homeostase 

cerebral, pois são as células imunes residentes no cérebro que desempenham papéis 

importantes no desenvolvimento e manutenção de circuitos neurais, e a microglia ativada 

exerce diferentes efeitos sobre a função cerebral (HIRAGI; IKEGAYA; KOYAMA, 

2018). A sinalização elevada da via mTOR na microglia causa alterações na homeostase 

cerebral, e levando à redução da densidade sináptica e degeneração neuronal marcada e 

proliferação maciça de astrócitos (ZHAO et al., 2018). 
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No presente trabalho, mostramos que os astrócitos foram ativados no hipocampo 

de camundongos submetidos à injeção de Pilo via icv. Esses efeitos foram 

substancialmente diminuídos após tratamentos de camundongos com NMP, em ambas as 

doses, sugerindo que a NMP exerce um efeito neuroprotetor em camundongos 

epilépticos. A ativação astrócitária e microglial ocorrem após convulsões e, por essa 

razão, podem desempenhar um papel importante na epileptogênese (SHAPIRO; WANG; 

RIBAK, 2008). É importante ressaltar que essas alterações hipocampais manifestaram-se 

como o aumento das expressões de Iba-1 e GFAP e ocorrem rapidamente após convulsões 

induzidas por Pilo em ratos, e duram várias semanas (SCHARTZ et al., 2016). 

Um aumento das células positivas do Iba-1 também foi demonstrado no 

hipocampo após indução de estado epiléptico induzida pela pilocarpina causando 

alterações na morfologia da microglia (WYATT-JOHNSON; HERR; BREWSTER, 

2017). Embora não tenhamos investigado as alterações morfológicas da microglia, os 

achados sobre a expressão Iba-1 na presença da administração da NMP sugerem uma 

possível modulação efetiva do composto ativo testado. 

As extensões de astrócitos com terminais pré-sinápticos geram uma sinapse 

tripartite complexa (XU et al., 2019). O fenômeno chamado astrogliose reativa é 

caracterizado pela hipertrofia dos processos primários e um aumento dramático na 

expressão de GFAP (STEWARD et al., 1991; STEWARD; KELLEY; 

SCHAUWECKER, 1997). Vários estudos forneceram evidências convincentes de 

alterações dramáticas na morfologia e função dos astrócitos na epilepsia, levando à 

astrogliose reativa (BENNETT et al., 2016; JABS; SEIFERT; STEINHÄUSER, 2008). 

Todos esses achados sugerem que os astrócitos são atores cruciais na epilepsia, 

representando assim um alvo importante para os efeitos da NMP. 

Nas últimas décadas, métodos computacionais têm sido amplamente utilizados em 

estudos de desenvolvimento de medicamentos para fornecer várias vantagens em 

comparação com os métodos tradicionais, importantes para o desenvolvimento de 

medicamentos, aumentando as taxas de sucesso, menor tempo e custos. Além disso, esses 

métodos representam um ganho ético, uma vez que reduzem o número de animais e 

recursos biológicos utilizados em pesquisas experimentais (CHALLAL et al., 2012). 

Aqui, em primeiro lugar, aplicamos um algoritmo de previsão de alvos para obter 

os alvos biológicos mais prováveis para a interação com NMP, o que poderia guiar nossos 

esforços de pesquisa. Curiosamente, encontramos para NMP vários alvos envolvidos na 

transmissão GABAergica, sendo o GAT1 o mais previsto.  
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Com base nisso, conduzimos uma abordagem de acoplamento molecular para 

esclarecer melhor o modo de ligação e afinidade da NMP com este transportador. Nossos 

experimentos mostraram valores de pontuação de encaixe de NMP que eram bastante 

semelhantes aos da tiagabina, uma droga anticonvulsivante, que tem como mecanismo de 

ação a inibição do GAT-1 (SCHACHTER, 2001). Apesar de facilitar a indução da 

despolarização mediada pelo GABA, a tiagabina também aumenta a eficácia da inibição 

sináptica durante a ativação síncrona de alta frequência de interneurônios inibitórios 

(JACKSON; ESPLIN; C̆APEK, 1999). Ao elevar os níveis de GABA e a disponibilidade 

na fissura sináptica, a inibição GAT-1 representa uma abordagem estabelecida para o 

tratamento da epilepsia e é o alvo potencial para o mecanismo de ação NMP. 

Outro possível alvo da NMP pode ser o purinoceptor A3, conforme revelado pela 

nossa análise de previsão. Trata-se de um receptor acoplado à proteína Gi/o ativado apenas 

em concentrações de adenosina muito altas (ou seja, durante convulsões ou isquemia). O 

papel de A3 na epilepsia e ictogênese é mal compreendido e não parece exercer um efeito 

pro convulsivo unifocal. Sua ativação foi demonstrada para provocar a dessensibilização 

dos receptores de adenosina GABAA e A1 (anticonvulsivos), bem como para modular a 

liberação pré-sináptica de glutamato e as correntes K+ pós-sinápticas, que acredita-se 

serem os mecanismos de efeito a jusante A3 (TESCAROLLO et al., 2020). 
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7 CONCLUSÕES 

 

Em conjunto, os dados obtidos neste estudo permitem concluir que: 

 

• A NMP foi eficaz em prevenir a morte celular (in vitro), ocasionada pela 

pilocarpina, bem como a reduzir a formação de espécies reativas de oxigênio e 

atrelado a isso, diminuir a disfunção mitocondrial, efeitos observados em cultura 

secundária de astrócitos e mitocôndrias isoladas; 

• A NMP mostrou uma atividade anticonvulsivante nos modelos agudos de 

convulsão testados como pilocarpina e PTZ, em camundongos; 

• Houve alterações neuroquímicas sobre os níveis de Dopamina e de seu metabólito 

(DOPAC), como também dos aminoácidos GABA e Glutamato, ocasionadas 

pelas convulsões induzidas pela pilocarpina em camundongos. No entanto o 

tratamento com a NMP conseguiu revertê-los para os níveis de normalidade;  

• Esta ação anticonvulsivante parece estar relacionada a atividade anti-inflamatória, 

já que a NMP reduziu a expressão de IL-6 e IFN-y, como foi avaliado na análise 

por imunoensaio e/ou no efeito antioxidante observado na dosagem de nitrito, 

GSH e MDA em áreas cerebrais, corroborando com os resultados in vitro; 

• Partindo desse pressuposto foi visto atividade neuroprotetora da NMP no modelo 

de SE, através de melhoras dos aspectos cognitivos dos animais que receberam 

pilocarpina via i.c.v. Houve diminuição de morte celular nos mesmos animais 

como observado na histologia com coloração de Nissil e imunofluorescência para 

Caspase 3; 

• Como já se esperava, diante dos vastos resultados observados na literatura, a 

pilocarpina ativa as células da glia que estão muito associadas a epilepsia. A NMP 

diminuiu a expressão de GFAP em todos os protocolos in vitro e in vivo. O mesmo 

foi visto na expressão de Iba-1 no modelo de SE, corroborando com os efeitos 

anti-inflamatórios desse composto; 

• Nos testes de predição e modelagem molecular foram demonstradas interações 

principalmente com o GAT-1 deste derivado da prolina presente na NMP. 

Confirmando isso vimos uma diminuição da expressão de GAT-1 nos hipocampos 

dos animais do modelo de SE. 
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8 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 No presente estudo mostramos pela primeira vez os efeitos neuroprotetores do 

componente bioativo e derivado da L-prolina, N-metil-(2S,4R)-trans-4-hidroxi-L-prolina 

(NMP) isolado a partir da fração metanólica das folhas de S. obtusifolium. Essas 

propriedades neuroprotetoras de NMP estão certamente associadas com seus efeitos anti-

inflamatórios e antioxidantes que parecem resultar da presença de L-prolina neste 

componente bioativo. 

 Assim, os efeitos da NMP não poderiam ser simplesmente atribuídos à inibição 

do GAT1 e à redução de GABA, vez que poderiam também estar associados a potenciais 

efeitos modulatórios em diferentes tipos de correntes iônicas presentes em neurônios 

centrais, astrócitos ou células microgliais. Considerando-se a grande proporção de 

pacientes epilépticos refratários ao tratamento convencional tornam-se imprescindíveis 

estudos translacionais focados em drogas com atividades neuroprotetora e que possuam 

também efeitos anti-inflamatório e antioxidante como é o caso de derivados da L-prolina 

como a presente no NMP. 
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APÊNCIDE 3 - Estudo químico Sideroxylon obtusifolium: qHNMR para a 

decocção de folhas secas e frações solúveis e residuais subsequentes de 

metanol após a extração de metanol 

 

1 Introdução 

 

Sideroxylon obtusifolium (Humb. ex Roem. & Schult.) T.D. Penn. (Família 

Sapotaceae) é uma planta medicinal popularmente conhecida como "quixabeira" e 

utilizada no Brasil devido as suas atividades analgésicas e anti-inflamatórias já 

demonstradas em modelos de nocicepção e inflamação (ARAUJO-NETO et al., 2010; 

DE AQUINO et al., 2017). Além do envolvimento do estresse oxidativo e da 

neuroinflamação em convulsões epilépticas, também investigamos as possíveis 

propriedades anticonvulsivantes da fração de metanol rica em N-metil-(2S,4R) -trans-4-

hidroxi-l-proline (NMP) no modelo de convulsões induzidas por pilocarpina em 

camundongos. Este composto está presente na decocção das folhas de S. obtusifolium, e 

principalmente na fração solúvel de metanol após a extração de metanol. O objetivo das 

análises atuais é a caracterização química das três facções preparadas a partir das folhas 

secas de S. obtusifolium (decocção, metanol e residual) realizadas por um método 

quantitativo de ressonância magnética nuclear de 1H(qHNMR) a fim de acessar a 

quantidade de NMP contida em cada fração. qHNMR é um método adequado para a 

quantificação absoluta de compostos puros (sintetizados ou isolados), bem como para 

compostos-alvo em misturas. 

 

2 Material e métodos 

 

2.1 Químicos 

 

Óxido de deutério (D2O; 99,9%) e 3-( rimetilsilil) -1- Ácido propano sulfônico 

sal de sódio (DSS; 97% de pureza) foram obtidos de Sigma-Aldrich®. 

 

2.2 qHNMR análise 

 

Amostras 
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Para a determinação quantitativa, 5 mg das amostras (decocção, frações 

residuais) foram dissolvidas em 1 mL de solução DSS preparada em óxido de deutério 

(1,83 mM). Desta solução, 0,6 mL foi transferido para o tubo NMR para análise posterior. 

 

Espectroscopia NMR 

 

Espectros H NMR foram registrados utilizando um Avance DRX-500 

espectrômetro operando a uma frequência de 1H de499,6 MHz, equipado com uma sonda 

BBI de 5 mm. Os espectros foram adquiridos sem rotação amostral utilizando os seguintes 

parâmetros: número de transitórios, 16; largura espectral, 10 ppm; tempo de aquisição, 

6,03 s; atraso de relaxamento, 20 s; domínio do tempo, pontos de dados 64K; e 

temperatura, 298K. O tempo experimental total foi de aproximadamente 7 minutos. O 

brilho, afinação, correspondência e largura do pulso foram cuidadosamente ajustados para 

cada amostra. 

Os FIDs foram fourier transformados com ampliação de linha (LB) = 0,3 Hz. Os 

espectros resultantes foram manualmente corrigidos na linha de base e referenciados a 

ressonância DSS-d6 (grupos de metila) a 0,0 ppm. Todos os dados foram processados 

usando o software Topspin 3.1 da Bruker (Bruker BioSpin, Bremen, Alemanha). Para 

análise quantitativa, utilizou-se a área de pico e os pontos de início e final da integração 

de cada pico foram selecionados manualmente. 

 

qHNMR análise de N-Metil-trans-4-hidroxi-L-proline(NMP) em amostras de S. 

obtusifolium 

 

 

A concentração(mg/g peso seco) dos compostos nas amostras estudadas, foi 

determinada utilizando a seguinte equação geral: 

𝐶𝑜𝑛𝑡𝑒𝑛𝑡 (𝑚𝑔𝑔−) =  
𝐼𝐴 × 𝐻𝐷𝑆𝑆 × 𝑀𝐴 × 𝐶𝐷𝑆𝑆

𝐻𝐴 × 𝐼𝐷𝑆𝑆 × 𝑊𝑆 × 𝑀𝐷𝑆𝑆
 

 

Onde IA e IDSS são o valor integral do sinal dos analitos e DSS-

d6,respectivamente; HA e HDSS representam o número de prótons de sinal do analito e 

DSS-d6, respectivamente; MA e MDSS correspondem ao peso molecular do analito e DSS-
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d6, respectivamente; CDSS é a concentração DSS-d6 na solução de estoque; e, finalmente, 

WS é a concentração da amostra por peso (gg-1). 

 

3 Resultados e incisão D 

3.1 – Análise quantitativa de 1H NMRes 

 

O método qHNMR foi utilizado para determinar a concentração N-Metil-trans-

4-hidroxi-L-proline (NMP) na decocção das folhas de S. obtusifolium, bem como das 

frações solúveis e residuais de metanol após a extração de metanol. As áreas integrais 

para a ressonância a 3,07 ppm, relacionadas ao grupo metil ligado ao nitrogênio de NMP 

foram utilizadas para a quantificação. O espectro 1H NMR para cada amostra sob 

investigação, bem como o sinal usado para a quantificação é mostrado na Figura 1. A 

atribuição de todos os sinais NMP foi realizada utilizando uma combinação de técnicas 

de NMR 1D e 2D. 1H e 13C, valores de mudança química obtidos no presente trabalho 

estão de acordo com os dados publicados anteriormente (DE AQUINO et al., 2017). 

Como pode ser observado na Figura 1, a solubilização de todas as amostras em 

D2O foi suficiente para fornecer a resolução necessária para a análise qHNMR, com uma 

boa separação da linha de base do sinal escolhido para a determinação quantitativa. Para 

avaliar a seletividade do método, foram realizados experimentos HSQC e COSY 

revelando que não há contribuição de outros sinais sobrepostos ao sinal selecionado. 

Além disso, também foram adquiridos espectros de 1H NMR de D2O e o padrão interno 

(Figura 2). 

A quantificação foi baseada no método padrão interno, que é amplamente aceito 

como a abordagem primária da qNMR (HOLZGRABE, 2010; PAULI; JAKI; LANKIN, 

2005; SHAO et al., 2007). A integral do sinal em 0,0 ppm, relacionada a 9 H de três 

grupos de metila de DSS, foi utilizada na determinação do conteúdo de NMP (BHARTI; 

ROY, 2012; STERLING et al., 2013). Tal sinal não se sobrepôs a qualquer ressonância 

dos constituintes nas amostras, além disso, estava próximo das ressonâncias o que é bom 

para minimizar os efeitos de pulso fora da ressonância (YANG; WANG; KONG, 2012). 

O maior teor de NMP, como esperado, foi observado na fração de metanol (121,7 

± 5,1% mg g-1), seguido pelo decocção (80,3 ± 5,6% mg g-1 ) e pela fração residual (12,4 

± 4,3% mg g-1). A precisão dométodo qHNMR poderia ser avaliada pelos valores de 

RSD% das três medidas de replicação que devem ser consideradas como medida do erro 
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experimental e de processamento. Os valores de RSD% das amostras oscilaram entre 

4,3% e 5,6%.  

A reprodutibilidade da metodologia foi avaliada por meio da preparação e 

análise das amostras em três dias diferentes. O teste ANOVA (com o teste de Tukey) para 

esses dados mostrou uma diferença significativa apenas para amostras de frações 

residuais (p > 0,05); neste caso, a falta de reprodutibilidade pode ser justificada por certas 

dificuldades enfrentadas durante o procedimento de solubilização da amostra e pelo baixo 

sinal à taxa de ruído do sinal escolhido para a quantificação. Para as análises quantitativas, 

utilizou-se um número fixo de transitórios para todos os espectros e, nas concentrações 

mais baixas, o sinal para a taxa de ruído obtido foi limitado, reduzindo assim a precisão 

da integração. Essa condição seria superada pelo aumento do número de transitórios. 

Para avaliar a robustez do método, o conteúdo MNP também foi determinado 

utilizando um espectrômetro de diferentes resistências de campo B0 (300 MHz). A 

comparação entre os conteúdos foi realizada através do teste de Tukey que revelou 

diferença significativa apenas para os valores obtidos para a fração residual. Os valores 

do RSD variaram de 7,5% a 13,5%. Esses dados demonstraram que o método qNMR 

estabelecido era preciso, confiável, sensível o suficiente para a determinação de conteúdo 

de MHP na fração de decocção e metanol. Para determinar o teor de NMP na fração 

residual deve-se utilizar um maior número de transientes. 

 

Referências 

 

ARAUJO-NETO, V. et al. Benefícios terapêuticos da Sideroxylon obtusifolium 

(Humb. ex Roem. & Schult.) T.D. Penn., Sapotaceae, em modelos experimentais de dor 

e inflamação. Brazilian Journal of Pharmacognosy, v. 20, n. 6, p. 933–938, 2010.  

BHARTI, S. K.; ROY, R. Quantitative 1H NMR spectroscopy. TrAC Trends in 

Analytical Chemistry, v. 35, p. 5–26, maio 2012.  

DE AQUINO, P. E. A. et al. The anti-inflammatory effects of N-methyl-(2S,4R)-

trans-4-hydroxy-l-proline from Syderoxylon obtusifolium are related to its inhibition of 

TNF-alpha and inflammatory enzymes. Phytomedicine, v. 24, p. 14–23, jan. 2017.  

HOLZGRABE, U. Quantitative NMR spectroscopy in pharmaceutical 

applications. Progress in Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy, v. 57, n. 2, p. 

229–240, 2010.  



 

 

124 

PAULI, G. F.; JAKI, B. U.; LANKIN, D. C. Quantitative 1 H NMR: Development 

and Potential of a Method for Natural Products Analysis §. J. Nat. Prod., v. 68, n. 1, p. 

133–149, 2005.  

SHAO, G. et al. Calibration by NMR for quantitative analysis: p-Toluenesulfonic 

acid as a reference substance. Journal of Chromatography A, v. 1138, n. 1–2, p. 305–

308, jan. 2007.  

STERLING, C. et al. 1 H-NMR Quantification of Major Saccharides in Açaí Raw 

Materials: a Comparison of the Internal Standard Methodology with the Absolute 

Intensity qNMR Method. Phytochemical Analysis, v. 24, n. 6, p. 631–637, nov. 2013.  

YANG, M.; WANG, J.; KONG, L. Quantitative analysis of four major 

diterpenoids in Andrographis paniculata by 1H NMR and its application for quality 

control of commercial preparations. Journal of Pharmaceutical and Biomedical 

Analysis, v. 70, p. 87–93, nov. 2012.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

125 

 

Figura 1: Espectros de 1H NMR de amostras de S. obtusifolium (decocção, 

metanol e frações residuais). A estrutura química do MNP, juntamente com o respectivo 

sinal utilizado para a análise qHNMR, são retratadas. 
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Figura 2: Espectros de 1 H NMR sobrepostos de D2O, D2O+DSS e decocção, 

bem como experimentos 2D (HSQC e COSY), utilizados para avaliar a seletividade do 

método.  

 


