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RESUMO

Cerca de 40% dos pacientes com diagnostico médico de epilepsia séo
acometidos pela Epilepsia do Lobo Temporal (ELT), sendo este tipo de epilepsia
aquele correspondente ao maior indice de ineficacia do tratamento convencional. Além
disso, muitos farmacos utilizados para este tratamento promovem efeitos colaterais
severos, ocasionando ao paciente impossibilidade total ou parcial para as atividades de
trabalho ou aquelas sociais comuns. A planta Erythrina mulungu Mart. ex Benth.
(Leguminosae-Papilionaceae) utilizada pela populacdo na forma de cha e em
preparacOes fitoterdpicas industriais possui propriedades sedativas, hipnoticas,
analgesicas, anticonvulsivantes e ansioliticas. A atividade anticonvulsivante tem sido
foco de pesquisas de nosso grupo através de modelos animais de estado patoldgico
agudo, constatando serem os alcaloides (+)-eritravina, (+)-1la-hidroxieritravina e
erisotrina 0s responsaveis pelos efeitos observados. Entretanto e até o momento,
nenhum estudo tem sido apresentado de modo a investigar os efeitos dos alcaloides
identificados, com atividade anticonvulsivante comprovada, em modelos cronicos de
inducdo de crises convulsivas. Isto é importante de modo a determinar de maneira
mais clara a acdo anticonvulsivante/neuroprotetora destes compostos, e ainda tal,
promover um melhor entendimento do processo de epileptogénese e
propagacao/recorréncia das crises epilépticas. Para tanto, ratos Wistar (200-2209)
foram induzidos ao status epilepticus (SE) pelo uso de pilocarpina, que reproduz em
muito a ELT cronica observada em pacientes humanos. Posteriormente, estes animais
foram tratados por quatro dias consecutivos e as incidéncias de crises recorrentes, a
laténcia para as crises e 0 nimero de mortes de animais monitoradas para avaliar o
desempenho anticonvulsivante de diferentes doses dos alcaloides por um periodo de
15 dias, em comparagcdo com grupos controles positivos e negativos. Ao final deste
periodo, realizou-se analise histoldgica da regido hipocampal dos animais através do
método do Cresil-Violeta (Método de Nissl) para observacdo da atividade
neuroprotetora em nivel da viabilidade das células neuronais, sobretudo nas areas
hipocampais CAl, CA3 e Giro Denteado. Nossos resultados revelaram que os
tratamentos com os alcaloides apresentaram atividade anticonvulsivante equiparada
aos tratamentos com 0s grupos controles positivos, constituidos de anticonvulsivantes
classicos usados no tratamento da ELT (Diazepam, Carbamazepina, Quetamina e
Fenitoina). Houve aumento da laténcia para o surgimento da primeira crise em animais
tratados com os alcaloides e também o indice de mortalidade de animais do grupo
controle negativo foi maior comparativamente aos grupos controles positivos e aqueles
tratados com os alcaloides eritrinicos. Quando comparadas as estimativas de morte de
células piramidais do hipocampo, os dados indicaram que todos os tratamentos com 0s
diferentes alcaloides, t&o bem como com os anticonvulsivantes comuns, exerceram um
efeito neuroprotetor significativo em relacdo ao grupo controle negativo, no que se
entende menor morte neuronal como neuroprotecdo. Finalmente, estes dados
demonstram os efeitos anticonvulsivante e neuroprotetor dos alcaloides eritrinicos em
escala cronica, corroborando resultados anteriores em escala aguda, revalidando assim
o0 potencial biotecnoldgico dos referidos compostos em teste.

Palavras-chave: Anticonvulsivantes. Crises cronicas. Epileptogénese. Erisotrina. (+)-
eritravina. E. mulungu. Pilocarpina. (+)-11a-hidroxieritravina.



ABSTRACT

Temporal lobe epilepsy (TLE) is responsible for 40% of diagnosed cases of
epilepsy. ELT is considered the most refractory type of epilepsy when considered the
different types of antiepileptic drugs (AEDSs). In addition, AEDs are currently
associated to different side effects, causing the total or partial patient inability to
working activity or in common social activities. The plant E. mulungu Mart. ex Benth.
(Leguminosae-Papilionaceae) has been used in the folk medicine and also in industrial
phytoterapical preparations due to its sedative, anticonvulsant, hypnotic and anxiolytic
properties. Indeed, recent reports have pointed to a marked anticonvulsant effects of E.
mulungu in different acute animal models of epilepsy. Those anticonvulsant effects
have been attributed to the presence of (+)-erythravine, (+)-11a-hidroxierythravine
and erysothrine alkaloids isolated from flowers of plant. However, no experimental
approach has been used to evaluate the anticonvulsant effects of those alkaloids a
chronic animal model of epilepsy, which is important to a better understanding of
anticonvulsivant and neuroprotective properties of those compounds as well as to a
better elucidation of mechanisms evolved on epileptogenesis of TLE as well as in its
maintenance and progression. This work aims at the evaluation of the
anticonvulsant/neuroprotective effects of erithrinian alkaloids using a chronic model of
epilepsy in which seizures are induced by pilocarpine. Therefore, male Wistar rats
(200-220g) were subjected to status epilepticus (SE) using pilocarpine, which
reproduces in a good extent the TLE observed in humans. Subsequently, these animals
were treated during four consecutive days and the percentage incidence of recurrent
seizures, latency to first seizure and animal death were evaluated during a period of 15
days and compared to control groups. Histological parameters of analysis like
neuronal damage were used to measure the neuroprotection of hippocampal cells
(CA1, CA3 and Dentate Gyrus areas) exerted by different doses of alkaloids using the
Nissl staining method. In animals treated with different doses of erithrinian alkaloids
we observed anticonvulsant effect similar to those in animals subjected to treatments
with traditional AEDs (Diazepam, Carbamazepine, Ketamine and Phenytoin).
Furthermore, the number of animals that evolved to death was higher in negative
control when compared to animals of positive controls and experimental ones. Also,
the latency to seizures was increased in positive controls and animals treated with
alkaloids when compared to negative controls. Comparing the estimates of the
hippocampal pyramidal cells death, the data indicated that all treatments (positive
control and experimental) exerted a neuroprotective effects in relation to negative
control group. Finally, these data validate the anticonvulsant effects of erithrinian
alkaloids in a chronic scale of epilepsy corroborating previous results in acute scale,
which reinforce once more the biotechnological potential of those compounds.

Keywords: Anticonvulsants. Chronic epileptic seizures. Epileptogenesis. Erysothrine.
(+)-erythravine. E. mulungu. Pilocarpine. (+)-11a-hidroxierythravine.
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1 INTRODUCAO

1.1 EPILEPSIA - CONSIDERACOES GERAIS

A epilepsia € a mais frequente das desordens cerebrais, afetando cerca de 1-2% de
toda a populacdo mundial. Deste percentual, aproximadamente 80% dos casos sdo constantes
de paises em desenvolvimento, dos quais 60% das pessoas diagnosticadas ndo recebem
tratamento adequado (LOSCHER, 1998; WHO, 2012). A referida desordem ¢ encontrada em
pacientes de ambos os sexos, atingindo diferentes faixas etarias e diferentes segmentos socio-
étnicos, levando a prejuizos de ordens emocionais, pessoais e sociais aos individuos que a
apresentam (BORGES et al., 2010; D’AVILA et al. 2011). De acordo com Noronha e
colaboradores (2007), a prevaléncia de individuos que apresentam crises epilépticas no Brasil
varia entre 11,9/1000 a 21/1000 habitantes, sendo este quadro mais evidente em idosos e
pessoas de baixa escolaridade. Como exemplo, podemos citar o estudo realizado por Borges e
colaboradores (2004) na cidade de Sao José do Rio Preto, interior de Sdo Paulo, onde 4,9%
das crises epilépticas foram apresentadas por individuos de 0-4 anos, 11,7% de 5-14 anos,
20,3% de 15-64 anos e 32,8% em individuos com mais de 65 anos. Além disso, ainda de
acordo com os autores, estes dados sdao semelhantes a outros obtidos em diferentes paises,
principalmente aqueles localizados na America Latina.

A epilepsia consiste de um conjunto de manifestacGes neuroldgicas caracterizadas pela
ocorréncia de crises recorrentes espontaneas parciais focais ou generalizadas, envolvendo
estas Ultimas, ambos os hemisférios difusamente, cuja origem é vinculada ao cortex cerebral e
a outras regides subcorticais (CUNHA et al., 2009; ZHANG et al., 2010; FURTADO et al.,
2011). Do ponto de vista neuroquimico, as disfuncbes no balanco quimico de
neurotransmissores inibitorios e excitatorios, particularmente GABA (Acido y-aminobutirico)
e Glutamato, respectivamente, podem ser a principal causa tanto do desenvolvimento quanto
da manutencéo de atividade elétrica epileptiforme (MORTARI et al., 2007).

A compreensdo do processo da epileptogénese para prevencdo e tratamento da
epilepsia é fundamental, principalmente em relagdo & Epilepsia do Lobo Temporal (ELT) que
é a responsavel pela maior parcela de todos os tipos de epilepsias em adultos. Embora se
acredite que as epilepsias sejam desencadeadas por uma grande variedade de causas, ainda
faz-se necessario o estudo dos fatores que podem estar associados as alteragcdes patologicas
visando o entendimento deste processo, sobretudo, em nivel celular (TILELLI et al., 2005;
PEREIRA et al., 2008).
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Atualmente sabe-se que a progressiva esclerose do hipocampo, comum na ELT, reduz
a possibilidade de sucesso do tratamento pela administracdo de drogas antiepilépticas
convencionais muito utilizadas nas ultimas décadas no controle das crises parciais recorrentes
(LOSCHER, 1998; TILELLI et al., 2005). Tais drogas podem ser ineficientes em cerca de
30% de todos os tipos de epilepsia, e em até 60-70% para os casos de ELT. Este problema
leva a uma busca constante por novas alternativas terapéuticas, importantes tanto para uma
melhor compreensdo da epilepsia quanto para o tratamento da desordem, incluindo melhorias
na eficacia e reducdo de efeitos colaterais como sedacdo, prejuizo cognitivo, letargia e
teratogénese (LEPPIK, 1992; MELDRUM, 1997; VILLETTI et al., 2001; PERUCCA, 2005;
LANGER, BRANDT e LOSCHER, 2011).

1.2 EPILEPSIA DO LOBO TEMPORAL E O MODELO DE PILOCARPINA

A ELT é amplamente estudada, uma vez que esta forma de epilepsia se distingue
como o tipo mais comum, sendo caracterizada por crises parciais recorrentes e respondendo
por cerca de 40-50% dos casos de diagndstico. Esta sindrome é de dificil tratamento, uma vez
que cerca de 60-70% dos pacientes tornam-se refratarios a terapéutica pelo uso de farmacos
convencionais, como aqueles que ativam a neurotransmissdo GABAérgica, inibem a
neurotransmissdo glutamatérgica ou que modulam a atividade de canais i6nicos (LEPPIK,
1992; DE DEYN, 1992; ANDRADE-VALENCA et al., 2006; D’AVILA et al., 2011).

Os farmacos antiepilépticos convencionais mais comumente utilizados no tratamento
das epilepsias, apesar de suas limitacBes, sdo o fenobarbital, a carbamazepina, o &cido
valproico e a fenitoina (DUA et al., 2006). De acordo com o Ministério da Saude do Brasil
(Portaria SAS/MS n°. 492 de 23 de setembro de 2010), o fenobarbital é indicado no tratamento
de crises focais e generalizadas em todas faixas etarias, sendo seu mecanismo vinculado a
modulacdo de receptores GABAA. Muito embora sua eficacia seja equivalente a da fenitoina, este
farmaco apresenta efeitos colaterais, principalmente de natureza cognitiva, sendo a recomendagédo
ndo feita ou feita com estrita cautela para o caso de idosos. A carbamazepina é indicada como
monoterapia ou terapia auxiliar de crises focais, com ou sem generalizacdo secundaria em adultos
e em criangas com mais de 1 ano de idade, muito embora a tolerancia a este farmaco seja menor
do que para a lamotrigina. Seu mecanismo de acdo é vinculado ao bloqueio dos canais para
sodio voltagem-dependentes. O acido valprdico é indicado como monoterapia e terapia auxiliar
em qualquer forma de epilepsia quando administrado em pacientes com mais de 10 anos de idade,

muito embora possa causar alteragdes hormonais, ganho de peso e teratogenicidade. Seu
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mecanismo de acéo esta relacionado com a ativagdo da conduténcia do potassio e, possivelmente,
acdo direta sobre outros canais ibnicos além daqueles potéssicos. A fenitoina age como
bloqueador dos canais de sodio voltagem-dependentes e € indicada contra crises epilépticas de
inicio focal em todas faixas etarias e durante ou apds procedimentos neurocirirgicos. Muito
embora seja muito eficaz, a dose minima eficaz e a dose maxima permitida sdo proximas daquele
limite da toxicidade (LOSCHER, 1998; SILVA e CABRAL, 2008; RAJ, GULATI e LODHA,
2011).

Além do dificil controle das crises convulsivas, diversos trabalhos revelam que
portadores humanos de ELT, bem como ratos submetidos a lesdo hipocampal, apresentam
déficits funcionais severos, dentre os quais: diminuicdo da velocidade de processamento de
informacdes, perda da codificacdo gréafico-motora, disturbios de memoria de curto e longo
termo e distorcdes perceptuais, sintomas que prejudicam em muito a vida dos pacientes
(HANNESSON e CORCORAN, 2000; RABINOVITZ et al., 2004).

Os modelos cronicos de estudos da ELT em animais produzem o status epilepticus
(SE) caracterizado por crises epilépticas continuas através da inducéo de convulsées continuas
e duradouras pelo uso de agente iniciador quimico, como a pilocarpina ou o acido cainico, ou
ainda elétrico persistente, resultando no surgimento das crises espontaneas e recorrentes, de
carater progressivo (PEREZ-MENDES et al., 2011). Os distarbios convulsivos provocados
pela administragéo sistémica da pilocarpina em animais séo divididos em trés fases. A fase
aguda caracterizada por crises limbicas que progridem para o SE e cuja duracao € de 24 até 48
horas a partir da inducdo. A fase silénciosa que representa auséncia de alteracdes
comportamentais e eletrograficas das crises convulsivas e tem duracdo bem variada (4 a 44
dias apos o SE). E, por fim, a fase cronica alcancada a partir da primeira crise espontanea que
se tornara recorrente (com frequéncia de 2 a 3 crises por semana) até o final da vida do animal
submetido ao modelo (SCORZA et al., 2005; 2009).

Por sua vez, o SE se distingue por um estado de convulsdo que é consequéncia do
aumento da frequéncia de despolarizacdo neuronal subsequente e que causa danos cerebrais
graves associados a perda de células neuronais na regido hipocampal, sobretudo nas regifes
CAl, CA3 e GD (Figura 1), gliose reativa e, rearranjos de plasticidade sinaptica, como o
brotamento das fibras musgosas, 0 que consequentemente, podem provocar deficiéncias
cognitivas, epilepsia severa ou até mesmo a morte (CASTRO et al., 2011; RAJ, GULATI e
LODHA, 2011).

A inducdo do SE pela injecdo do agente colinérgico pilocarpina, desenvolvido por

Turski e colaboradores em 1983, representa um modelo animal consolidado na abordagem
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experimental das alterages moleculares, morfoldgicas, bioquimicas, farmacol6gicas e
fisiologicas envolvidas no processo de epileptogénese. Muitas destas alteracGes assemelham-
se aquelas que ocorrem em pacientes que apresentam ELT tanto em aspectos
comportamentais, eletroencefalogréficos, celulares quanto morfol6gicos dentre elas extensa
morte celular, o brotamento das fibras musgosas e a gliose (LOSCHER, 2002; EBERT et al.,
2002; FURTADO et al., 2002). Isto representa uma grande vantagem do modelo em questé&o,
sobretudo, porque atualmente acredita-se que os melhores modelos de epilepsia em animais
sejam aqueles que fidelizem com o que acontece em humanos e, que sejam importantes no
revelar de novas drogas, principalmente Uteis no tratamento das epilepsias refratarias
(SCIMEMI et al., 2006; CUNHA et al., 2007; DE FREITAS, 2010; CASTRO et al., 2011).

Figura 1 - Esquema da estrutura cerebral (esquerda) e detalhe do hipocampo (direita).

Fonte: modificado de Paxinos e Watson, 1998.

1.3 Erythrina mulungu

Inimeras plantas tém sido investigadas na busca por novos agentes anticonvulsivantes
e neuroprotetores (MCCHESNEY, VENKATARAMAN e HENRI, 2007). Em um estudo
realizado por Gomes e colaboradores (2009), o principal grupo fitoquimico com atividade no
Sistema Nervoso Central (SNC) apontado foram os alcaloides (38%), seguido por flavonoides
(16%) e terpenos (11%), presentes em 84 plantas pesquisadas. O uso de plantas medicinais
tem-se apresentado como relevante para a sociedade, onde estas sdo utilizadas como fontes
alternativas/substitutivas ou ainda complementares aos farmacos convencionais. De acordo
com estudos realizados por Newman e Cragg (2012) 15 novos farmacos de origem natural
utilizados para o tratamento da epilepsia foram aprovados pelo FDA (Food and Drug

Administration) de 1981 até os dias de hoje. Baseando-se em dados etnofarmacolégicos estes
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tipos de estudo vém aumentando gradativamente, sendo impulsionados pela procura das ditas
fontes alternativas. Como exemplo, podemos citar o uso da Kava-Kava (Piper methysticum),
com acao ansiolitica e anticonvulsivante comprovada, cuja receita anual gerada somente pela
venda nos Estados Unidos € de U$ 16,6 milhdes (PEARL, DRILLINGS e CONRY, 2011).

Dentre as plantas medicinais com marcada atividade no SNC, destacam-se as do
género Erythrina. A planta Erythrina mulungu (Mart. ex Benth.) (Leguminosae -
Papilionaceae) (Figura 2) é uma arvore que alcanca de 10 a 14 metros de altura, cuja copa se
apresenta de forma arredondada com folhas compostas trifoliadas, flores reunidas em um
pedunculo formando cachos e frutos do tipo vagem. Esta espécie, nativa do sudeste brasileiro,
é conhecida popularmente como mulungu, capa-homem, amansa-senhor, suind, dentre outros,
sendo encontrada nas regides de Mata Atlantica e matas ciliares do bioma de Cerrado
(LORENZI, 2002).

Com atividades de aplicagdo para males do SNC, a E. mulungu é empregada na
medicina popular devido as suas propriedades calmante, antidepressiva, ansiolitica,
anticonvulsivante, sedativa, hipotensora e hepatoprotetora, algumas validadas por diferentes
modelos experimentais (RODRIGUES e CARVALHO, 2001; RODRIGUES et al., 2008; DE
OLIVEIRA et al., 2012).

Figura 2 - Foto da Erythrina mulungu (esquerda) e detalhe da flor (direita).
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Fonte: (http://en.wikipedia.org/w

Inicialmente estudos com o extrato hidroalcodlico obtido das flores da E. mulungu,
administrado por via oral evidenciaram seu efeito ansiolitico em tratamentos agudo e crdnico
nos modelos animais de labirinto em cruz elevado, transi¢cdo claro/escuro e odor do gato.
Neste sentido, Onusic e colaboradores (2002) observaram no labirinto em cruz elevado que o
tratamento em escala aguda com o extrato hidroalcodlico das flores na dose 200 mg/kg
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diminuiu a laténcia para o animal sair do brago fechado de modo similar ao tratamento com
diazepam. No modelo de transigéo claro-escuro, o tratamento com o mesmo extrato nas doses
200 ou 400 mg/kg, assim como o diazepam, aumentaram o tempo de permanéncia no lado
claro, enquanto o numero de transicdes entre os lados claro-escuro foi estatisticamente
significante nos tratamentos com o extrato hidroalcoolico na dose 200 mg/kg ou diazepam.
Além disso, neste grupo ndo foram constatadas alteragdes comportamentais dos animais por
meio do teste de odor de gato e de campo aberto (ONUSIC et al., 2002).

Em 2003, novos estudos foram realizados pelo mesmo grupo de pesquisa com 0
extrato hidroalcodlico das flores da E. mulungu, agora em escala cronica usando 0s mesmos
tipos de testes. Nestes estudos, no labitinto em T elevado, este extrato, em todas as doses
avaliadas (50, 100 e 200 mg/kg), e administrado por via oral, diminuiu a laténcia para o
animal sair do brago fechado de modo similar ao tratamento com diazepam. Quando avaliado
0 comportamento dos animais frente ao modelo de transicdo claro-escuro, tanto o tratamento
com o extrato hidroalcodlico das flores na dose 50 mg/kg, assim como o diazepam,
aumentaram o numero de transi¢cdes e o tempo gasto no lado claro, evidenciando o efeito
ansiolitico também em escala crbénica. E, novamente ndo foram constatadas alteracdes
comportamentais dos animais por meio do teste de odor de gato e de campo aberto (ONUSIC
et al., 2003).

Neste mesmo ano, testes antinociceptivos em escala aguda foram realizados com o
extrato hidroalcoolico obtido das flores da E. mulungu, utilizando a via intraperitoneal. A
atividade antinociceptiva foi demonstrada através da inibicdo do nimero de contracGes
abdominais produzida pela formalina nas fases neurogénica e anti-inflamatéria apds o
tratamento com este extrato nas doses 200 e 400 mg/kg. Em adicéo, no teste da placa quente
0s animais tratados com o extrato na dose 400 mg/kg apresentaram um aumento no tempo de
reacdo estatisticamente significante quando comparados aos animais do grupo controle
negativo aos 60 e 90 minutos posteriores ao tratamento (VASCONCELOS et al., 2003).

Em 2007, Vasconcelos e colaboradores observaram a atividade anticonvulsivante do
extrato hidroalcodlico das flores da E. mulungu onde o tratamento com este extrato alterou
significativamente o tempo para o inicio das crises convulsivas induzidas por estricnina
quando administrado intraperitonealmente na dose 400 mg/kg.

No mesmo ano, a atividade ansiolitica do extrato hidroalcdlico das flores da E.
mulungu, administrado por via oral, foi atribuida a presenca dos alcaloides (+)-eritravina e
(+)-11a-hidroxieritravina testados nos modelos animais transicdo claro-escuro e labirinto em

“T” elevado. Nestes estudos, Flausino e colaboradores (2007a) relataram no modelo de
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transicdo claro-escuro o aumento do tempo de permanéncia no lado claro para animais
submetidos aos tratamentos via oral com os alcaloides isolados (+)-eritravina, nas doses 3 e
10 mg/kg, e na dose 10 mg/kg, para o alcaloide (+)-11a-hidroxieritravina, dados estes
equivalentes ao tratamento com diazepam. Além disso, 0s autores constataram que o alcaloide
(+)-11a-hidroxieritravina, na dose 3 mg/kg, aumentou o numero de transi¢cGes entre 0s
compartimentos claro/escuro.

Estes mesmos autores (2007b), determinaram a estrutura quimica dos alcaloides
isolados no trabalho anterior e de um novo alcaloide denominado (+)-a-hidroxierisotrina
(Figura 3). Neste estudo, ndo foram observadas alteracdes na atividade locomotora dos
animais tratados com todos os alcaloides isolados quando testados no modelo animal de
campo aberto. Novamente, o modelo animal labirinto em “T” elevado foi utilizado
confirmando os dados obtidos anteriormente, demonstrando ainda que o tratamento com o
novo alcaloide isolado ((+)-a-hidroxierisotrina), nas doses 3 e 10 mg/kg, também reduziu a
laténcia para o animal deixar o brago fechado, assim como n&o alterou a laténcia para deixar o
braco aberto (FLAUSINO et al., 2007Db).

Figura 3 - Estrutura quimica dos alcaloides erisotrina, (+)-eritravina, (+)-a-hidroxierisotrina e
(+)-11a-hidroxieritravina

R R
(+)-11a-hidroxieritravina H OH
(+)-eritravina H H

(+)-11a-hidroxierisotrina CHj OH

erisotrina CH; H

Fonte: modificado de Flausino et al. 2007.

Fundamentando-se nos dados revelados pela literatura citada até o momento e,
sabendo que normalmente farmacos/ativos que sejam ansioliticos, em geral, mas ndo sempre,
podem ser também anticonvulsivantes, nosso grupo de pesquisa avaliou as atividades
anticonvulsivantes dos referidos alcaloides, para os quais ja tém sido demonstradas atividades
ansioliticas. Outro detalhe importante que nos faz cercar de justificativas razoaveis frente ao
estudo deve-se ao fato de ser possivel afirmar que tais alcaloides eritrinicos apresentam

vantagens de ordens toxicoldgica, farmacodinamica e farmacocinética de marcado interesse.
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Como observado, a capacidade de atravessar a barreira trato-gastrointestinal e
hematoencefélica é de relevada importancia no desenvolvimento de novos farmacos. Além
disso, os alcaloides eritrinicos além de serem relativamente bem tolerados pelos animais, o
gue mostra relativa seguranca de uso, demonstraram atividades farmacoldgicas
diferentes/complementares e com relativa poténcia (ONUSIC et al., 2002; ONUSIC et al.,
2003; VASCONCELOS et al., 2003; VASCONCELOS et al., 2007; FLAUSINO et al.,
2007a; FLAUSINO et al., 2007b).

Neste contexto, a atividade anticonvulsivante dos alcaloides (+)-eritravina, (+)-11a-
hidroxieritravina e de um novo alcaloide purificado durante o processo de isolamento, a
erisotrina, foi analisada frente a crises tonico-clénicas generalizadas induzidas por diferentes
convulsivantes, utilizando-se a via intracerebroventricular (i.c.v.) em ratos Wistar. Deve ser
ressaltado que a erisotrina, que é obtida simultaneamente a purificacdo do outros alcaloides
eritrinicos, ainda ndo foi estudada pela comunidade cientifica, e por ser um analogo quimico-
estrutural dos demais alcaloides, pode apresentar semelhante potencial farmacoldgico, o que
justifica também sua escolha para estudo (Figura 3),

Nestes estudos prévios de nosso grupo, o alcaloide (+)-eritravina apresentou prote¢des
contra crises convulsivas induzidas por bicuculina de 40, 60 e 80%, respectivamente nas
doses de 1, 2 e 3 pg/uL. As porcentagens de protegdes contra crises induzidas pela
administracdo de pentilenotetrazol (PTZ) e &cido cainico variaram de 40 a 100% nas doses de
1 e 2 pg/uL e quando utilizado o convulsivante N-Metil-D-Aspartato (NMDA) poucos
animais foram protegidos mesmo em dosagens mais altas. Para o alcaloide (+)-11a-
hidroxieritravina, foram obtidas proteces dos animais contra a crise induzida por bicuculina
em 60 e 100%, respectivamente nas doses 0,5 e 1 pg/pL e de 80 e 100% no teste de NMDA
para as mesmas doses. As protecdes contra as crises induzidas pelo PTZ e acido cainico
variaram de 40 a 100% quando tratados nas doses de 1 a 3 pg/pL. Posterior ao tratamento
com o alcaloide erisotrina foram obtidas protecGes dos animais contra a crise induzida por
bicuculina em 100%, na dose de 3 pg/pL e nos testes de NMDA e PTZ as prote¢des foram de
40 a 100% nas doses de 2 e 3 ug/pL. Quanto ao convulsivante &cido cainico, os dados
demonstraram uma maior poténcia para a erisotrina em relacdo aos demais alcaloides,
oferecendo protecdo contra as crises de 40 a 100% em doses relativamente menores (0,25 e
0,5 pg/pL). Finalmente e, além disso, no caso dos animais ndo protegidos contra crises
convulsivas, a administracdo dos alcaloides promoveu o aumento da laténcia contra todos o0s

convulsivantes de no minimo 3 vezes quando comparado ao grupo controle negativo, assim
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como constatou-se a protecdo contra a morte destes animais (FAGGION et al., 2011; ROSA
etal., 2012).

Com base nos dados promissores obtidos até 0 momento é natural esperar que 0 uso de
um modelo crénico de estudo da acdo destes alcaloides, prevendo suas acoes
anticonvulsivantes e neuroprotetoras para a prospec¢do de uma nova droga, seja realizado.
Estes estudos sd&o importantes de modo a substanciar de maneira mais clara a agéo
anticonvulsivante e, mesmo neuroprotetora de tais compostos. Ndo obstante, estes estudos
promovem um melhor entendimento do processo de epileptogénese e propagacao/recorréncia
das crises epilépticas em escala cronica na presenca ou auséncia destes referidos compostos
de interesse.
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2 OBJETIVO GERAL

Considerando-se a necessidade de buscar novas drogas
anticonvulsivantes/neuroprotetoras, sobretudo aquelas que atuem sobre a progressao da
ELT, e o potencial farmacoldgico dos alcaloides eritrinicos como anticonvulsivantes,
previamente estabelecido em modelos agudos de indugéo de crises convulsivas, 0
presente trabalho tem como objetivo principal: Avaliar a atividade anticonvulsivante
dos alcaloides de interesse face ao modelo crénico de SE pela injecéo de pilocarpina em
ratos, avaliando o desempenho dos ativos de maneira geral e comparada a farmacos de
escolha, além da andlise histolégica de cortes hipocampais de animais submetidos ao
mesmo modelo, avaliando-se aspectos morfoldgicos e celulares importantes, que sejam

indicadores de acdo neuroprotetora per se ou em comparagdo com farmacos de eleicéo.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Analisar a atividade anticonvulsivante de diferentes doses dos alcaloides erisotrina,
(+)-eritravina e (+)-11lo-hidroxieritravina no periodo de 15 dias ap6s a inducgéo do
SE e comparar esta atividade aos anticonvulsivantes comerciais: carbamazepina,

quetamina, diazepam e fenitoina;

2. Analisar a atividade neuroprotetora, através da quantificacdo do dano neuronal e
sinapses aberrantes causados a formacdo hipocampal, na presenca e auséncia dos
alcaloides eritrinicos ap6s 15 dias da inducdo do SE através da utilizacdo de
histologia com coloracdo por violeta de cresila para contagem de células. Assim
como, comparar esta atividade aos farmacos carbamazepina, quetamina, diazepam e

fenitoina;
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 OBTENCAO DOS ALCALOIDES DE INTERESSE

Os alcaloides erisotrina, (+)-eritravina e (+)-11a-hidroxieritravina foram cedidos pela
Prof® Dra Ana Maria Pereira Soares (Unidade de Biotecnologia - UNAERP) e obtidos de
acordo com Flausino e colaboradores, 2007a. A identidade quimica, bem como o nivel de
pureza dos referidos compostos, foram devidamente checadas através de técnicas
cromatograficas e espectrofotométricas (Figura 4) pela Proft Dra Ana Maria Pereira Soares. A
coleta dos espécimes na natureza para obtencdo dos alcaloides respeitou a legislacdo brasileira
vigente (02001.005109/2011-10).

Figura 4 - Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear dos alcaloides eritrinicos
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A) Erisotrina, B) (+)-eritravina e C) (+)-11a-hidroxieritravina, isolados do extrato hidroalcodlico de
flores de E. mulungu. Fonte: Faggion et al. 2011.

3.2 FARMACOS E REAGENTES

Foram adquiridos hidrocloreto de pilocarpina (Sigma), diazepam (Germed), fenitoina
(Hidantal® - Hoechst Marion Roussel), carbamazepina (Tegretol® - Novartis Biociéncias),
guetamina (Ketalar® — Agner) e xilazina (Hertape Calier). Os solventes para purificacdo dos
alcaloides foram de grau HPLC (Merck). Outros reagentes foram da marca Sigma, Merck ou
Flucka.

3.3 ANIMAIS

Os ratos Wistar albinos pesando entre 200 e 220 g, provenientes da empresa ANILAB
(Paulinia-SP), foram acondicionados quatro a quatro em gaiolas separadas e mantidos em
biotério de manutencdo com agua e alimentacdo ad libitum, ciclo claro/escuro de 12/12 horas,
temperatura (20 + 2°C) e umidade (55%) controladas.

Todos os protocolos experimentais envolvendo animais estabeleceram-se conforme as
diretrizes para 0 uso de animais em pesquisa segundo o Manual de Cuidados e Uso de
Animais de Laboratério, aprovado junto a Sociedade Brasileira de Neurociéncias e
Comportamento, evitando o sofrimento e o sacrificio desnecessarios de animais. O trabalho
atual obteve, sob titulo de sua forma de projeto, a aprovacio prévia do Comité de Etica em

pesquisa da Universidade de Ribeirdo Preto sob o numero de registro 37/2011 (Anexo A).
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3.4 CIRURGIA ESTEREOTAXICA

Ratos Wistar albinos (n=6-8, por grupo) foram anestesiados através do uso da
associacdo de cloridrato de quetamina 10% e Xxilazina nas doses 60 mg/kg e 8 mg/kg,
respectivamente (via i.p). Em seguida estes animais foram posicionados no aparelho
estereotdxico (Stoelting-Standard) (Figura 5) e receberam uma dose de anestésico local
(cloridrato de lidocaina 2%) via subcutanea.

Posteriormente, se prosseguiu com a cirurgia de forma a expor o cranio permitindo
acesso e subsequente perfuracdo do mesmo para a implantacdo da canula guia constituida de
um segmento de agulha hipodérmica (BD-25X7-22G; 15 mm de comprimento e 0,7 mm de
diametro externo). A canula foi devidamente posicionada no ventriculo lateral direito de cada
animal de acordo com as coordenadas descritas por Paxinos e Watson (1998) (Figura 6) a
partir da superficie do cranio (0,9 mm posterior ao Bregma; 1,6 mm lateral a linha mediana e
3,4 mm dorsoventral).

A seqguir realizou-se uma segunda perfuracao paralelamente a primeira para a fixacédo
de um pequeno parafuso de aco inoxidavel. Este parafuso serviu como apoio para resina de
acrilico auto polimerizante (Classico LTDA), utilizada para prote¢do do cranio ap0s a cirurgia
e como uma compensacdo referente ao peso da canula guia, permitindo-se assim equilibrio de
peso com a primeira. Apds a polimerizacao do cimento acrilico, a canula foi selada com fio de
aco inoxidavel a fim de se evitar a obstrucdo da mesma. Posteriormente a cirurgia, 0s animais
receberam o analgésico/anti-inflamatério Banamine® na dose 1,1 mg/kg via intramuscular

(i.m.) de modo a favorecer a completa recuperagdo dos mesmos.

Figura 5 - Procedimento cirdrgico para a implantacdo da canula guia.

1

A) Aparelho estereotaxico utilizado para implantacdo da canula guia. B) Rato posicionado durante
procedimento cirurgico. Fonte: arquivo pessoal.
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Figura 6 - Regido da implantacdo da canula guia no encéfalo do rato.

Fonte: Paxinos e Watson, 1998.

3.5 VIAS DE ADMINISTRACAO E DOSES

A razdo do volume de cada microinjecao/velocidade via i.c.v. foi de 1 pL/minuto,
sendo a administracdo realizada através de um sistema de injecdo manual por meio de uma
seringa Hamilton (10 pL) conectada a um tubo de polietileno (PE-10) e a canula de injecéo
com 15 mm de comprimento e 0,4 mm de didmetro externo, confeccionada a partir de uma
agulha gengival odontoldgica (30G). Para cada injecdo via i.p. o volume utilizado foi de 0,2

mL através do uso de uma seringa de insulina comum (1 mL).

3.6 INDUCAO DO STATUS EPILEPTICUS (SE)

ApoOs a recuperacdo da cirurgia estereotéxica e canulacdo dos animais (cerca de 5-7
dias), os mesmos foram submetidos a inducdo do SE pela injecéo i.c.v. de pilocarpina (2,4
mg/pL) sendo entdo observada a laténcia para o inicio do SE. Trés horas ap6s o inicio das
crises, interrompeu-se o SE pela injecdo i.p. de tiopental sddico (30 mg/kg). Para critério de
definicdo do SE, utilizou-se da tabela de classificacdo de crises limbicas segundo Racine
(1972) (Tabela 1), sendo descartados do quadro experimental os animais que nao
desenvolveram SE em nivel de escore suficiente (4 e/ou 5) ou aqueles que o reverteram
espontaneamente no periodo de 3 horas.
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Tabela 1 - Critérios comportamentais para classificacdo das crises limbicas.

Classe Comportamentos

1 Movimentos orofaciais, piscar de olhos

2 Mioclonia de cabega e/ou movimentos clonicos faciais severos
3 Mioclonia dos membros anteriores

4 Convulsdes cldnicas dos membros anteriores com elevacéo

5 Convulsdes tonico-clbnicas generalizadas associadas a perda do controle postural

Modificado de Racine colaboradores 1972.

3.7 TRATAMENTOS DOS ANIMAIS E ANALISES COMPORTAMENTAIS PARA
AVALIACAO DE DESEMPENHO ANTICONVULSIVANTE DOS ALCALOIDES EM
ESTUDO

Os diferentes tratamentos dos animais (grupos de n=6-8) se iniciaram uma hora ap6s o
término das crises motoras induzidas por pilocarpina e, consistiram de injecdes de salina
(0,9%, via i.c.v.), carbamazepina (120 mg/kg, via i.p.), quetamina (50 mg/kg, via i.p.),
diazepam (2 mg/kg, via i.p.), fenitoina (60 mg/kg, via i.p.), dos alcaloides erisotrina (1 pg/uL,;
2 po/uL; 3 pg/uL), (+)-eritravina (1 pg/pl; 2 pg/ul; 3 pg/pl) ou (+)-11a-hidroxieritravina
(1 pg/uL; 2 pg/pl; 3 pg/pl), separadamente em animais de grupos controles (negativo:
salina ou positivos: AEDS) e experimentais. Um outro grupo controle, denominado “SHAM”
(n=6), recebeu tratamento com salina, via i.c.v, muito embora ndo tenha sofrido a inducéo de
SE. Cada tratamento foi repetido por quatro dias, sendo as aplicacOes feitas sempre no mesmo
horario de cada dia.

As doses de farmacos controles positivos (Carbamazepina, Quetamina, Diazepam e
Fenitoina) foram definidas segundo Cunha e colaboradores (2009), enquanto aquelas dos
alcaloides baseadas nos experimentos anteriores realizados por Faggion e colaboradores
(2011) em animais em estado patologico agudo. Durante os 15 dias de observacdo foram
analisadas a laténcia para primeira crise e a morte dos animais de cada grupo. Além disso,
apos sete dias, os animais submetidos ao SE foram filmados em oito janelas temporais de uma
hora por dia, escolhidos aleatoriamente, durante uma semana, para verificagdo da incidéncia
de crises recorrentes seguindo o mesmo critério de avaliagdo para caracterizacdo do SE. As
gravacOes foram analisadas obedecendo-se um periodo de 5 minutos para cada 20 minutos de

gravacao realizada para coleta de dados relativos & analise de desempenho anticonvulsivante
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em estado patoldgico cronico para ativos testes e farmacos controles num comparado entre

estes grupos e aquele injetado com salina.

3.8 PROCEDIMENTOS HISTOLOGICOS PARA ANALISE DE ACAO
NEUROPROTETORA

Apo6s o término do bioensaio para andlises neuroetoldgicas, os animais foram
sacrificados em camara de gas carbbnico e submetidos a uma perfusdo por via intra-cardiaca
através do ventriculo esquerdo com solucéo de salina 0,9% seguida de paraformaldeido 4%
(Dinamica, Brasil) (Tampéo Fosfato 0,5 M; pH 7,4), com duracdo aproximada de 8 minutos
para cada etapa, no que se seguem injecfes em volumes aproximados de salina (40 mL) e
paraformaldeido 4% (120 mL). A seguir, os encéfalos foram removidos e fixados em solucéo
de paraformaldeido 4% por 18 horas a 4°C. Posteriormente, os encéfalos foram colocados em
solucdes de sacarose a 10, 20 e 30%, diluidas em PBS a 0,1M, por um periodo total de 72
horas a 4°C. Apds esta etapa, 0s mesmos foram submetidos a uma bateria de desidratacdo
seguida de inclusdo em parafina. Depois, 0s encéfalos foram seccionados transversalmente em
um micrétomo (3 um/corte) de acordo com o atlas de Paxinos e Watson (1998) (variando de -
3,14 mm a -452 mm, a partir do bregma), sendo os cortes distendidos em laminas
gelatinizadas (Solucdo de gelatina a 0,5% e alimen de cromo a 0,05%). As laminas foram
submetidas a coloragdo por violeta de cresila (Sigma-Aldrich, EUA) pelo método de Nissl e,
entdo, as ldaminas montadas com entellan (Merck, Alemanha).

Para a obtencdo das imagens, observacdo e analise das laminas utilizou-se um
microscopio 6ptico (Tension), adaptado de maquina fotogréfica, conectado a um computador,
usando de uma objetiva com aumento de 40 vezes, sendo cinco os campos selecionados de
tamanho 2048 x 1536 pixels. As células viaveis das camadas piramidais da CAl e CA3 e da
camada granulosa do GD foram contadas manualmente, sendo as dimensdes das areas
analisadas medidas pelo programa imageJ (National Institutes of Health — USA). O nimero
estimado de células viaveis (n) foi determinado pela média dos valores obtidos de 03 cortes
selecionados, para cada animal, e o numero real de células calculado utilizando-se o método

de correcéo de Abercrombie (1949):

N (por mm?) = n [T/(T+D)]/A (1)



28

onde N é o nimero verdadeiro de células, T é a espessura da seccdo, D é o diametro médio de
cada ndcleo na populagdo da amostra (sendo esta medida capturada por meio de uma objetiva
com aumento de 1000 vezes), e A é area medida (em mm?) de cada regido hipocampal
(KWAK et al. 2005).

3.9 ANALISE ESTATISTICA

O ndmero de animais que apresentaram crises recorrentes em cada grupo (n=6-8) e o
nimero de mortes foram comparadas utilizando-se o teste de y2. As contagens de células para
cada area foram submetidas ao teste de Analise de variancia de uma via (ANOVA), seguido
pelo pds-teste de Newman-Keuls. As andlises estatisticas foram feitas utilizando-se o
programa GraphPad Prism 5.1 (GraphPad Software), considerando p<0,05, como
estatisticamente significante.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Apds 15 minutos da injecdo i.c.v. do agente colinérgico pilocarpina, e anteriormente
aos diferentes tratamentos em animais controles ou experimentais, aproximadamente 90% dos
animais apresentaram crises recorrentes de escore adequado (4-5), sem reversdo espontanea
do quadro ou evolucédo para dbito. Brevemente, os comportamentos observados inicialmente,
consistiram de automatismos orofaciais e mioclonias localizadas, evoluindo mais tarde para

hipersalivacdo, elevacao e queda limbica (Figura 7).

Figura 7 - Efeitos comportamentais ap6s injecao da pilocarpina por via
intracerebroventricular.

(A) Animal com mioclonia de pata dianteira 10 minutos apds a administracéo de pilocarpina. A seguir,
observa-se elevagdo e queda limbica acompanhada de hipersalivacdo (B). Fonte: Arquivo pessoal.

A ndo observagdo das crises comportamentais recorrentes nos animais submetidos ao
SE apds os diferentes tratamentos foram entendidas como a atividade anticonvulsivante e
demonstrada na tabela 2 para o grupo de animais tratados via i.p. com os farmacos de escolha
e, na tabela 3, para os grupos de animais tratados via i.c.v. com as diferentes doses dos
diferentes alcaloides, num comparado entre os diferentes grupos e grupo controle salina. A
laténcia para a primeira crise comportamental recorrente em cada grupo controle positivo ou
tratado com diferentes doses dos diferentes alcaloides também é apresentada nestas tabelas.

Quando observada a incidéncia de crises recorrentes entre 0s grupos controles
positivos ou experimentais ndo foram observadas diferencas estatisticas significantes para
maioria dos casos (y?=16,68; p<0,05), 0 que concorre para uma satisfatoria equivaléncia de

acdo anticonvulsivante entre AEDs e os alcaloides em teste.



30

Tabela 2 - Incidéncia de crises recorrentes apos SE induzido pela injecdo de pilocarpina e
tratamento com farmacos de escolha em ratos Wistar.

% de animais Laténcia para 12 crise
Tratamento sem crises* recorrente** (Dias)
Salina (0,9%) 15,38 (2/13) 6
Diazepam (2 mg/kg) # 66,67 (4/6) 8
Fenitoina (60 mg/kg) 60,00 (3/5) 9
Carbamazepina (120 mg/kg) * 66,67 (4/6) 8
Quetamina (50 mg/kg) 50,00 (4/8) 8

*Crises recorrentes de classe 4 da escala de Racine (1972). Entre parenteses encontra-se 0 nimero de
animais que ndo apresentaram crises recorrentes/nimero de animais induzidos ao SE; ** NUmero de
dias p6s-SE da primeira crise recorrente no grupo. Tratamento via intraperitonial (0,2 mL). Dados
analisados pelo teste %2 e fisher. p<0,05, # diferenca estatistica contra grupo de animais submetidos ao
SE e tratados com salina.

Tabela 3 - Incidéncia de crises recorrentes apos SE induzido pela injec&o de pilocarpina e
tratamento com alcaloides eritrinicos em ratos Wistar.

% de animais Laténcia para 12 crise
Tratamento sem crises* recorrente** (Dias)

(+)-Eritravina (1pg/uL) # 66,67 (4/6) 8
(+)-Eritravina (2ug/uL) 57,14 (4/7) 7
(+)-Eritravina (3ug/uL) 42,86 (3/7) 7
(+)-11a-hidroxieritravina (1ug/pL) 62,50 (5/8) 8
(+)-11e-hidroxieritravina (2ug/uL) 50,00 (4/8) 8
(+)-11a-hidroxieritravina (3ug/uL) 60,00 (3/5) 7
Erisotrina (1ug/pL) 62,50 (5/8) 8
Erisotrina (2ug/uL) 0 (0/6) 8
Erisotrina (3pg/L) 0 (0/7) 8

*Crises recorrentes de classe 4 da escala de Racine (1972). Entre parenteses encontra-se 0 nimero de
animais que ndo apresentaram crises recorrentes/nimero de animais induzidos ao SE; ** Numero de
dias p6s-SE da primeira crise recorrente no grupo. Tratamento via intracerebroventricular (1 pL).
Dados analisados pelo teste x e fisher. p<0,05, # diferenga estatistica contra grupo de animais
submetidos ao SE e tratados com salina.
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Durante o periodo compreendido entre o sétimo e décimo quarto dia ap6s o SE,
observamos que apenas 15% dos animais submetidos ao SE e tratados com salina (grupo
controle negativo) ndo apresentaram crises recorrentes. Obviamente, 0s animais do grupo
SHAM nédo apresentaram crises. Entretanto, em relacdo aos tratamentos com farmacos
convencionais, 50% e 60% dos animais ndo apresentaram crises recorrentes quando tratados
com quetamina ou fenitoina, respectivamente. A atividade anticonvulsivante foi similarmente
evidenciada nos tratamentos com diazepam e carbamazepina, onde 66,67% dos animais de
cada um destes tratamentos ndo apresentaram crises recorrentes, apontando diferenca
estatistica quando estes grupos foram comparados aos animais tratados com salina ap6s o SE
(p=0,0460).

Com relacdo ao tratamento com o alcaloide (+)-eritravina, o grupo de animais tratados
com 1 pg/uL apresentou protecdo contra as crises convulsivas recorrentes em 66,67% quando
comparados aos animais do grupo controle negativo (p=0,0460), resultado este semelhante
aos observados nos grupos controles positivos tratados com diazepam e carbamazepina.
Quanto as demais doses testadas deste alcaloide, observou-se a auséncia de crises recorrentes
em 57,14% no grupo de animais tratados com a dose de 2 ug/pL, sendo esta porcentagem
maior que aquela apresentada pelo grupo de animais tratados com quetamina e salina. Em
relagdo a maior dose utilizada deste alcaloide (3 pg/uL), o ndo aparecimento de crises
recorrentes ficou em torno de 42,86%, porcentagem esta ainda bem maior que aquela
observada para 0s animais tratados com salina. Portanto, em todas as doses testadas do
alcaloide (+)-eritravina podemos observar a melhora no quadro de incidéncia de crises
recorrentes comparadas aos animais tratados com salina, indicando evidente atividade
anticonvulsivante.

Em relagdo ao grupo de animais tratados com 1 pg/pL do alcaloide (+)-1la-
hidroxieritravina podemos observar que 62,5% nao apresentaram crises recorrentes,
porcentagem esta maior que aquela observada para os grupos de animais tratados com
quetamina, fenitoina e salina, e similar aos dados obtidos com diazepam e carbamazepina.
Estes dados também se repetiram para os animais tratados com 3 pg/pL deste alcaloide, onde
constatamos a auséncia de crises recorrentes para 60% dos animais. Assim como, para 0
grupo de animais tratados com 2 pg/uL observamos que a porcentagem de protecdo foi de
50%. Este resultado foi similar ao observado no grupo de animais tratados com quetamina e
superior ao grupo de animais tratados com salina. Logo, novamente podemos constatar que
todas as doses testadas da (+)-lla-hidroxieritravina exerceram significativa atividade

anticonvulsivante.
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Quanto aos grupos de animais tratados com o alcaloide erisotrina ainda que as duas
maiores doses testadas (2 pg/puL e 3 pg/uL) ndo inibiram o aparecimento de crises
recorrentes, a auséncia de crises recorrentes com a dose de 1 pug/pL foi constatada para 62,5%
dos animais tratados, porcentagem esta maior quando comparada aos grupos de animais
tratados com quetamina (60%), fenitoina (50%) e, principalmente o grupo tratado com salina
(15%), apontando, portanto, para uma interessante atividade anticonvulsivante também.

Com relacédo a laténcia para primeira crise, observa-se que para 0S grupos controles
positivos e experimentais um aumento de até 1,5 vezes no nimero de dias para inicio da crise,
0 que repercute em protecdo adicional para os animais além da diminuicdo da incidéncia de
crises. Ou seja, quando o animal ndo é totalmente protegido da crise pelo AED ou uma dose
qualquer dos alcaloides em teste quando funcional, estes animais demoram mais tempo para
desenvolverem a crise recorrente, o que se torna significativo na analise global dos dados.
Consideracdo especial deve ser dada aos tratamentos com carbamazepina (tabela 1),
quetamina (tabela 1), diazepam (tabela 1), (+)-eritravina 1 pg/uL (tabela 2), (+)-1lo-
hidroxieritravina 1 pg/uL (tabela 2), (+)-11a-hidroxieritravina 2 pg/pL (tabela 2), erisotrina 1
pg/uL (tabela 2) e fenitoina (tabela 1). A laténcia ndo é contabilizada para o grupo SHAM,
devido a auséncia total de crises em todos 0s animais pertencentes a este escaldo.

Quando analisamos a incidéncia de mortes nos grupos de animais submetidos ao SE e
tratados com 1 pg/pL do alcaloide (+)-eritravina observamos apenas uma morte no grupo.
Este mesmo nimero de morte se repetiu para os grupos de animais tratados com 3 pg/pL do
alcaloide (+)-11a-hidroxieritravina e 1 pg/pL do alcaloide erisotrina. Ndo obstante, para 0s
outros grupos de animais, o que inclui todos os controles positivos e demais grupos
experimentais, que receberam tratamento ap6s o SE ndo foram constatadas nenhuma morte,
assim como para o grupo SHAM. Todavia, para 0s animais submetidos ao SE e tratados com
salina (0,9%) foram constatadas trés mortes durante o periodo experimental, o que repercute
em nova protecédo exercida para a maioria das doses dos alcaloides testadas e, sobretudo para
0s AEDs (Dados nédo apresentados).

Em referéncia as analises de neuroprotecdo em nivel celular, por meio do uso do
método de Nissl, a analise histopatoldgica quantitativa na regido da CA1 demonstrou que 0s
animais submetidos ao SE e tratados com salina (grupo controle negativo) apresentaram perda
neuronal e presenca de nucleos picnoticos bastante aumentadas (Figura 8C). No mesmo
contexto, para 0s animais tratados com fenitoina (Figura 8F) e quetamina (Figura 8G),
observamos a presenca de quantidade significativa de nicleos picnoticos e/ou vacuolizagdes.

Entretanto, para o grupo de animais que ndo foram submetidos ao SE (SHAM) (Figura 8B) e
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aqueles submetidos ao SE e tratados com diazepam (Figura 8D) e carbamazepina (Figura 8E)
nada foi constatado, quando se consideram os parametros de presenca de perda neuronal,
nucleos picndticos e vacuolizagdes. Estes mesmos resultados foram observados para 0s
grupos de animais tratados com o alcaloide (+)-eritravina na maior dose testada 3 pg/uL
(Figura 8J), para os grupos de animais tratados com o alcaloide (+)-11a-hidroxieritravina nas
doses 1 pg/pL (Figura 8K) e 2 pg/pL (Figura 8L) e no grupo de animais tratados com as
doses 2 pg/puL (Figura 80) e 3 ug/pL (Figura 8P) do alcaloide erisotrina, indicando a
neuroprotecao celular exercida pelos mesmos.

Quando observada a regido da CA3 hipocampal, novamente, para o grupo de animais
ndo submetidos ao SE (SHAM) (Figura 9B) e aqueles tratados com diazepam (Figura 9D),
carbamazepina (Figura 9E), o alcaloide (+)-11a-hidroxieritravina nas doses 2 pg/pL (Figura
9L) e 3 pug/uL (Figura 9M) e o alcaloide erisotrina nas doses 2 pg/pL (Figura 90) e 3 ug/uL
(Figura 9P) ndo foram constatadas vacuolizacdo, presenca de nucleos picnéticos e/ou perda
neuronal significativa, diferentemente dos demais grupos testados e o grupo controle negativo
(Figura 9C), indicando atividade neuroprotetiva também para esta regido hipocampal.

Em relacdo a analise da regido do GD os grupos de animais tratados com fenitoina
(Figura 10F), diazepam (Figura 10D), (+)-eritravina nas doses 1 pg/pL (Figura 10H) e 2
pg/uL (Figura 101), (+)-11a-hidroxieritravina em todas as doses testadas 1 pg/uL (Figura
10K), 2 pg/uL (Figura 10L) e 3 pg/pL (Figura 10M), e erisotrina nas duas maiores doses 2
pug/uL (Figura 100) e 3 pg/pL (Figura 10P), apresentaram resultados semelhantes ao grupo
SHAM, ou seja, nenhuma ou muito pouca observacdo de vacuolizacdo, presenca de nucleos
picnoticos e/ou perda neuronal, o que implica em neuroprotecdo. Para 0s demais grupos
experimentais ou animais tratados com quetamina e carbamazepina, 0s resultados
assemelharam-se aos do grupo controle negativo (Figura 10C).

Estes dados revelam, portanto, que em todas as regides hipocampais analisadas (CA1,
CA3 e GD) dos animais tratados com cada um dos trés alcaloides estudados, e em grande
parte de suas doses analisadas, foi possivel observar o efeito neuroprotetor em nivel celular
dos compostos em teste de maneira bastante similar ou até melhor que para os farmacos de
escolha, utilizados como controles positivos em nossos estudos, ou ainda quanto ao nivel
muito baixo ou ausente de indicativos de lesdo naqueles animais ndo submetidos ao SE
(SHAM).



Figura 8 - Cortes histoldgicos representativos do hipocampo na regido da CAL.
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A) Figura retirada de Paxinos e Watson (1998), na qual a area analisada esta em destaque. B) Animais
ndo submetidos ao SE. Animais p6s-indugdo do SE tratados com: C) salina (0,9%); D) Diazepam (2
mg/kg); E) Carbamazepina (120 mg/kg); F) Fenitoina (60 mg/kg); G) Quetamina (50 mg/kg); H) (+)-
eritravina (1 pg/pL); 1) (+)-eritravina (2 pg/pL); J) (+)-eritravina (3 pg/pL); K) (+)-1la-
hidroxieritravina (1 pug/uL); L) (+)-11a-hidroxieritravina (2 pg/uL); M) (+)-11a-hidroxieritravina (3
Ho/uL); N) Erisotrina (1 pg/uL); O) Erisotrina (2 pg/uL); P) Erisotrina (3 pg/pL). As setas pretas
indicam nucleos picndticos, as setas amarelas indicam vacuolizagoes. Secgdes de 3 um, visualizadas
em aumento de 400x. Colorag&o por violeta de cresila.

Figura 9 - Cortes histoldgicos representativos do hipocampo na regido da CA3.
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A) Figura retirada de Paxinos e Watson (1998), na qual a area analisada estd em destaque. B) Animais
ndo submetidos ao SE. Animais p6s-indugdo do SE tratados com: C) salina (0,9%); D) Diazepam (2
mg/kg); E) Carbamazepina (120 mg/kg); F) Fenitoina (60 mg/kg); G) Quetamina (50 mg/kg); H) (+)-
eritravina (1 pg/pL); 1) (+)-eritravina (2 pg/pL); J) (+)-eritravina (3 pg/pL); K) (+)-1la-
hidroxieritravina (1 pug/uL); L) (+)-11a-hidroxieritravina (2 pg/uL); M) (+)-11a-hidroxieritravina (3
Ho/uL); N) Erisotrina (1 pg/uL); O) Erisotrina (2 pg/uL); P) Erisotrina (3 pg/pL). As setas pretas
indicam nucleos picnoticos, as setas amarelas indicam vacuolizag¢des. Secgdes de 3 um, visualizadas
em aumento de 400x.

Figura 10 - Cortes histol6gicos representativos do hipocampo na regido do GD.
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A) Figura retirada de Paxinos e Watson (1998), na qual a area analisada esta em destaque. B) Animais
ndo submetidos ao SE. Animais pds-inducdo do SE tratados com: C) salina (0,9%); D) Diazepam (2
mg/kg); E) Carbamazepina (120 mg/kg); F) Fenitoina (60 mg/kg); G) Quetamina (50 mg/kg); H) (+)-
eritravina (1 pg/pL); 1) (+)-eritravina (2 pg/pL); J) (+)-eritravina (3 pg/pL); K) (+)-1la-
hidroxieritravina (1 pg/uL); L) (+)-11a-hidroxieritravina (2 pug/uL); M) (+)-11a-hidroxieritravina (3
pg/uL); N) Erisotrina (1 pg/uL); O) Erisotrina (2 pg/uL); P) Erisotrina (3 pg/pL). As setas pretas
indicam nucleos picndticos, as setas amarelas indicam vacuolizagoes. Secgdes de 3 um, visualizadas
em aumento de 400x.

Em relacdo a andlise histoldgica quantitativa das células neuronais hipocampais

viaveis dos animais submetidos ao SE, atraves da coloracdo por violeta de cresila, observou-
se diferencas estatisticas na regido CAL entre os animais submetidos ao SE e tratados com
salina (grupo controle negativo) quando comparados aos grupos de animais tratados com
diazepam, quetamina e fenitoina [F(5,84)=12,72; p<0,001] e ao grupo de animais que ndo
foram submetidos ao SE (SHAM) (p<0,001) (Figura 11). Em relacdo aos grupos de animais
tratados com o alcaloide (+)-eritravina observou-se neuroprote¢cdo em todas as doses
utilizadas quando comparado ao grupo controle negativo [F(4,74)=10,27; p<0,05] (Figura 12).
Nesta mesma figura 12, pode-se constatar a neuroprotecdo dos animais tratados com a dose 1
pug/uL do alcaloide (+)-11a-hidroxieritravina [F(4,64)=17,06; p<0,001], assim como nos
grupos de animais tratados com as trés doses do alcaloide erisotrina [F(4,74)=10,30; p<0,01]

ambos quando comparados aos animais pertencentes ao grupo controle negativo.

Figura 11 - Densidade de células neuronais viaveis da regido CA1.
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Dados analisados pelo teste ANOVA de uma via, seguido do pds-teste de Newman-Keuls, sendo ***
para diferenca estatistica contra grupo controle negativo com p<0,001.

Figura 12 - Densidade de células neuronais viaveis da regido CA1.
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Tratamentos
EZ3 Sham - ndo submetidos ao SE SE + (+)-eritravina 3 pg/pL SE + Erisotrina 1 pg/uL
E&3 SE +salina 0,9 % SE + (+)-11la-hidroxieritravina 1 pg/ul SE + Erisotrina 2 pg/uL
B3 SE + (+)-eritravina 1 pg/ul EE SE + (+)-11a-hidroxieritravina 2 ug/ul. @I SE + Erisotrina 3 pg/ul
D SE + (+)-eritravina 2 pg/uL SE + (+)-11a-hidroxieritravina 3 pg/uL

Dados analisados pelo teste ANOVA de uma via, seguido do pés-teste de Newman-Keuls, sendo *
para diferenca estatistica contra grupo controle negativo com p<0,001, ** com p<0,05 e *** com
p<0,001.

Através da observacdo das células neuronais viaveis na regido da CA3 constatamos
que os animais tratados com os farmacos convencionais carbamazepina, quetamina, diazepam
e fenitoina foram neuroprotegidos quando comparados aos animais do grupo controle
negativo [F(5,84)=44,34; p<0,001] (Figura 13). Similarmente, diferencas estatisticas foram
observadas entre o grupo controle negativo quando comparado a todas as trés doses testadas
dos alcaloides (+)-eritravina (1 pg/pL, 2 pug/pl e 3 pg/pL) [F(4,74)=77,90; p<0,001] (Figura
14), (+)-11a-hidroxieritravina (1 pg/plL, 2 po/pl e 3 pg/uL) [F(4,64)=119,70; p<0,001]
(Figura 14) e erisotrina (1 pug/uL, 2 pg/uL e 3 pug/uL) [F(4,74)=58,19; p<0,001] (Figura 14).
Nesta regido podemos observar a grande perda neuronal do grupo de animais submetidos ao
SE quando comparamos ao grupo SHAM [F(5,84)=44,34; p<0,001].
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Figura 13 - Densidade de células neuronais viaveis da regido CA3.
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Dados analisados pelo teste ANOVA de uma via, seguido do pos-teste de Newman-Keuls, sendo ***
para diferenca estatistica contra grupo controle negativo com p<0,001.
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Figura 14 - Densidade de células neuronais viaveis da regido CA3.
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&3 Sham - ndo submetidos ao SE SE + (+)-eritravina 3 pg/pL SE + Erisotrina 1 pg/uL
&3 SE +salina0,9 % SE + (+)-11a-hidroxieritravina 1 pug/uL SE + Erisotrina 2 pg/uL
E3 SE + (+)-eritravina 1 pg/uL B3 SE + (+)-11a-hidroxieritravina 2 pg/plL D SE + Erisotrina 3 pg/pL
[0 SE + (+)-eritravina 2 pg/uL SE + (+)-11a-hidroxieritravina 3 ug/pL

Dados analisados pelo teste ANOVA de uma via, seguido do pds-teste de Newman-Keuls, sendo ***
para diferenca estatistica contra grupo controle negativo com p<0,001.

Em relagdo a regido do GD, a analise quantitativa histologica também demonstrou
diferencas estatisticas entre os grupos de animais SHAM e aqueles tratados com os farmacos
diazepam, fenitoina, quetamina e carbamazepina quando comparados ao grupo controle negativo
[F(5,84)= 15,49; p<0,001] (Figura 15). Em relagdo ao tratamento com o alcaloide (+)-eritravina,
observou-se neuroprotecdo para 0s grupos de animais tratados com as doses 2 pg/pUL e 3 pg/pL
guando estes também foram comparados ao grupo controle negativo [F(4,74)=15,32; p<0,001]
(Figura 16). Assim como, observamos resultados positivos para a neuroprotecdo quando
comparamos os resultados obtidos no grupo de animais tratados com 1 pg/puL do alcaloide 11a-
hidroxieritravina em comparacdo ao grupo de animais submetidos ao SE e tratados com salina
(0,9%) [F(4,64)=24,82; p<0,001] (Figura 16). Da mesma forma podemos observar a
neuroprotecdo nos animais tratados com todas as doses testadas do alcaloide erisotrina quando
comparados aos animais submetidos ao SE e tratados com salina (0,9%) [F(4,74)=18,02; p<0,001]
(Figura 16).
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Figura 15 - Densidade de células neuronais viaveis da regido GD.
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Dados analisados pelo teste ANOVA de uma via, seguido do pds-teste de Newman-Keuls, sendo ***
para diferenca estatistica contra grupo controle negativo com p<0,001.
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Figura 16 - Densidade de células neuronais viaveis da regido GD.
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B3 Sham - ndo submetidos ao SE SE + (+)-eritravina 3 pg/uL SE + Erisotrina 1 pg/ul
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B3 SE + (+)-eritravina 1 pg/uL BB SE + (+)-11a-hidroxieritravina 2 pg/ul. @ SE + Erisotrina 3 pg/uL
D SE + (+)-eritravina 2 pg/uL SE + (+)-11a-hidroxieritravina 3 pg/uL

Dados analisados pelo teste ANOVA de uma via, seguido do pds-teste de Newman-Keuls, sendo ***
para diferenca estatistica contra grupo controle negativo com p<0,001.

Em sintese, os resultados obtidos demonstraram que para o grupo de animais tratados com
o alcaloide (+)-11a-hidroxieritravina na dose de 1 pg/pL, o numero de células vidveis foi maior
guando comparado ao dos animais submetidos ao SE e tratados com salina em todas as regifes
analisadas (CA1, CA3 e GD). Estes dados também foram constatados quando administradas as
outras doses deste mesmo alcaloide somente na regido da CA3. Assim como, o nimero de células
neuronais viaveis nos animais tratados com o alcaloide (+)-eritravina foram comprovadamente
maior quando comparado aos animais submetidos ao SE e tratados com salina (0,9%) nas regides
do CAl e CA3 em todas as doses testadas e na regidao do GD para as doses 1 pg/pL e 2 pg/uL.
Finalmente, quando comparamos as regides CA1, CA3 e GD ap0s a inducdo do SE e o tratamento
em diferentes doses do alcaloide erisotrina com as regides dos animais tratados com salina (0,9%),
podemos observar diferencas estatisticas em todas elas. Desta forma podemos sugerir a atividade
neuroprotetora destes alcaloides, tanto qualitativamente como quantitativamente.

No contexto geral, a epileptogénese tem sido amplamente estudada por meio de

modelos animais crénicos no qual sdo observadas alteracdes histologicas, fisiologicas e
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comportamentais semelhantes aquelas vistas em humanos. Dentre estes modelos, 0 modelo da
pilocarpina é bastante caracterizado em roedores, onde a administracdo deste alcaloide induz
inicialmente crises limbicas, que mais tarde se transformam em crises generalizadas. Nestes
estudos, as respostas comportamentais sao mensuradas e analisadas posteriormente, uma vez
que se assemelham & Epilepsia do Lobo Temporal observada em humanos. Dentre tais
parametros investigados estdo a incidéncia e laténcia para crise, assim como a morte dos
animais, caracterizando desta forma a atividade anticonvulsivante para os compostos que
retardam ou impedem tais eventos/parametros ou mesmo impedem o 6bito (ROSSETTI et al.,
2012; KHARATISHVILI et al., 2013; LOPES et al., 2013).

No intuito de validar a atividade anticonvulsivante dos alcaloides (+)-eritravina, (+)-
1 1a-hidroxieritravina e erisotrina foram observadas neste trabalho a incidéncia de crises
comportamentais recorrentes, a laténcia para a primeira crise e a incidéncia de morte dos
animais submetidos ao modelo de indugdo quimica de SE pela injecdo via i.c.v. com
pilocarpina.

Os resultados obtidos para os grupos de animais tratados com os alcaloides (+)-
eritravina, (+)-1la-hidroxieritravina e erisotrina em diferentes doses apontaram que a
frequéncia observada das crises comportamentais se assemelham aquelas dos animais tratados
com diferentes farmacos anticonvulsivantes comerciais (carbamazepina 76,77%, quetamina
50%, diazepam 76,77%, fenitoina 60%, (+)-eritravina 2 pg/uL 57,14% e 3 pg/uL 42,86%,
(+)-11a-hidroxieritravina 1 pg/pL 62,50%, 2 pg/uL 50% e 3 pg/pL 60% e erisotrina 1 pg/ul
62,50%).

Alem disso, em relacdo a incidéncia destas crises nos animais tratados com o0s
farmacos ou com os alcaloides, apds o SE, verificamos que a protecdo comportamental ficou
compreendida entre 1,4 e 2,5 vezes maior quando comparada aos animais tratados com salina,
sendo importante ressaltar que o0s animais permaneceram em SE por 3 horas e em
consequéncia deste periodo, o nimero de convulsdes torna-se elevado ap6s 48 horas da
inducdo permanecendo desta forma a partir de entdo (MAZZUFERI, et al. 2012).

Com relagdo a laténcia para o aparecimento das crises recorrentes dos animais, ou
seja, 0s animais em que o tratamento ndo inibiu o aparecimento das crises recorrentes,
podemos observar que as diferentes doses dos alcaloides corresponderam a tempos similares
aos observados nos grupos tratados com AED, sendo estes muito diferentes quando
observados nos animais tratados com salina apds o SE. Esse tipo de medida é valido quando
analisada a atividade anticonvulsivante de um composto, uma vez que, demonstra a

capacidade deste de retardar o aparecimento das crises recorrentes nos animais submetidos ao
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SE. As pequenas variagOes de tempo entre os alcaloides e as diferentes AEDs podem ser
explicadas pela variabilidade de resposta comportamental devido a fatores genéticos e/ou
ambientais entre os animais (GOFFIN et al., 2007).

Assim como, ndo foram observadas mortes nos grupos de animais tratados apos o SE
com os farmacos de escolha e/ou os alcaloides eritrinicos nas diferentes doses. A exce¢do esta
para uma Unica dose de cada alcaloide da qual foi atestada apenas uma morte, sendo para (+)-
eritravina a dose 1 pg/ul, para 1lo-hidroxieritravina 3 pug/uL e para erisotrina 1 pg/pL.
Entretanto, no grupo de animais submetidos ao SE e tratados com salina 0 numero de mortes
verificado foi 3 vezes maior durante o periodo experimental. Tais dados podem ser explicados
devido a severidade do SE de longa duracéo, uma vez que a inducédo por pilocarpina promove
descargas elétricas em até 72 horas ap0s o SE e, por consequéncia maior taxa de morte (GAO
etal., 2007).

Em relacdo as estimativas da quantificacdo neuronal, nossos dados indicaram na
regido da CAl que a quantidade de células viaveis foi maior em 30% para os tratamentos com
guetamina, diazepam, fenitoina, (+)-eritravina, erisotrina e em uma dose do alcaloide (+)-11a-
hidroxieritravina quando comparada aos animais submetidos ao SE e tratados com salina. Da
mesma forma, os grupos de animais tratados com os farmacos convencionais e 0s trés
alcaloides estudados mantiveram, aproximadamente, o nimero de células viaveis na regido da
CA3 duas vezes maior aquele observado nos animais tratados com salina. Resultados
semelhantes aos encontrados na CA3 foram obtidos na regido do GD para os tratamentos com
os farmacos de escolha, o alcaloide erisotrina, a menor dose do alcaloide (+)-11a-
hidroxieritravina e as maiores doses testadas do alcaloide (+)-eritravina.

Os distintos resultados apontados em termos da diferenca de eficiéncia neuroprotetiva
entre as diferentes areas do hipocampo (CA1l, CA3 e GD) para os diferentes alcaloides e
AEDs podem ser explicados pelo fato de cada anticonvulsivante poder apresentar diferentes
mecanismos de acdo associados a alteracdo dos diferentes sistemas de neurotransmissao,
sejam eles inibitorios e/ou excitatorios, quando de crises induzidas pela pilocarpina, um
agonista colinérgico muscarinico tipo M1 (CURIA et al., 2008; DE FREITAS, 2011).
Acredita-se que a ativagdo dos receptores muscarinicos seja responsavel pela inducdo das
crises convulsivas no modelo de pilocarpina, sendo a instalagdo e manutencdo da atividade
epiléptica dependentes do influxo de calcio nas células promovido pelos receptores
glutamatérgicos do tipo NMDA, principalmente no hipocampo, onde cerca de 90% de suas
células sdo excitatorias (DRAGE et al., 2002; DE FREITAS, 2011).



46

A mesma ideia pode explicar as ligeiras diferencas de desempenho anticonvulsivante
analisadas pelos quesitos de incidéncia de crises e laténcia para as mesmas (Tabelas 2 e 3) e
mortes de animais, muito embora, fatores outros como os farmacocinéticos possam estar
envolvidos. Com relacdo aos mecanismos neurobioldgicos e neuroquimicos ocorrentes no
hipocampo e em outras areas cerebrais envolvidas no animal sob SE, estes ndo sdo totalmente
conhecidos ainda, contudo, alteragGes em sistemas de neurotransmissdo como 0s gabaérgicos,
glutamatérgicos, seretonérgicos e noradrenérgicos sdo comumente apontadas (DE FREITAS,
2011; RUSSO et al., 2013; RISBUT e PORTER, 2013).

Quando comparamos, no presente estudo, a prevaléncia das células hipocampais
viaveis em todas as regides analisadas ap6s qualquer tratamento com as diferentes doses dos
alcaloides ou diferentes AEDs observamos uma maior quantidade das células viadveis na
regido do GD. Estes resultados podem ser explicados devido ao fato de nesta regido haver
prevaléncia de células granulosas e hilares, quando comparadas as regides da CAl e CA3 que
apresentam uma prevaléncia de células piramidais. Posteriormente, temos a regido da CA1l
com maior numero de células viaveis, uma vez que esta apresenta uma menor quantidade de
receptores tipo NMDA, o que promove uma maior quantidade de morte neuronal comparada
ao GD, embora menor quando comparada a regido da CA3 (CHWIEJ et al., 2012).

Contrariamente ao mecanismo neurobiol6gico e neuroquimico envolvido na indugdo e
manutencdo do SE em animais e, ainda quanto ao mecanismo de acdo dos alcaloides
estudados, os mecanismos de acdo relacionados aos AEDs em estudo estdo bem estabelecidos
na literatura cientifica. A quetamina € um antagonista ndo competitivo dos receptores
glutamatérgicos NMDA, a fenitoina e carbamazepina atuam em sinapses excitatdrias inibindo
canais de Na" dependentes de voltagem; e o diazepam age inibindo os receptores GABAA em
um sitio especifico (benzodiazepinicos) nos canais idnicos permeaveis a ions de Cl™ acoplados
ao receptor (KWAN et al., 2001; BIALER e WHITE, 2010; RAJ, GULAT e RODJA, 2011).
Como salientado, os mecanismos de agdo dos alcaloides ainda permanecem por serem
descobertos, podendo os mesmos terem ou ndo mecanismos de acdo similares aos AEDs
usados neste estudo. Brevemente, estudos da atividade anticonvulsivante dos alcaloides
eritrinicos analisados neste trabalho e, anteriores ao mesmo, apontaram uma acgao
predominante sobre a neurotransmissdo glutamatérgica do alcaloide erisotrina, embora para
(+)-eritravina e (+)-11 o-hidroxieritravina ndo foi constatada acdo preferencial nas vias
inibitérias (GABAGérgicas) ou excitatorias (Glutamatérgica). Quanto a investigagdo
neuroquimica, anteriormente estudada pelo nosso grupo também, ndo foi observada alteracéo

na recaptacdo ou no binding sinaptosomal de [*H]-GABA e [*H]-Glutamato dos alcaloides
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utilizados neste estudo em diferentes concentragdes (0,001-10 pg/mL), sendo isso inclusive
verdadeiro para erisotrina (FAGGION et al., 2011; ROSA et al., 2012). Neste contexto do
mecanismo de acdo dos alcaloides, novos estudos sdo urgentes, sejam eles ainda insistentes
nas sinapses GABAEérgicas e/ou glutamatérgicas, focando nos receptores GABAA ou NMDA
mais precisamente, ou ainda envolvendo novos tipos de neurotransmisséo, ou ainda canais
ibnicos, particularmente de Na'.

Ainda na discussdo sobre provaveis mecanismos de acdo, sabe-se que os alcaloides
eritrinicos  sdo compostos nitrogenados tetraheterociclicos com um  grupamento
tetrahidroisoquinolino. Para outros alcaloides eritrinicos ja estudados e diferentes daqueles
investigados no presente estudo, seus mecanismos de acdo envolvem ativacdo dos receptores
GABA, ativacdo dos receptores muscarinicos, dentre outros, como provaveis mecanismos de
acao farmacoldgica (GARCIA-MATEOS et al., 2005; CARVALHO, 2009; JIRI, 2011;
SOTO-HERNANDEZ, 2013). Como exemplo, Carvalho e colaboradores (2009) propuseram
que o extrato aquoso da Erythrina velutina, com atividade anticonvulsivante, ativa 0s
receptores GABA e libera acetilcolina, assim como também ativa os receptores muscarinicos
aumentando o influxo de Ca?* para neurbnios de areas cerebrais implicadas no disparo de
crises convulsivas. Apesar de a (+)-eritravina, (+)-11la-hidroxieritravina e erisotrina nao
alterarem a recaptacao e binding de Glutamato e GABA, como demonstrado por experimentos
prévios de nosso grupo, € importante salientar que a acdo em receptores GABAAa e NMDA
ndo estdo completamente descartadas, pois tais receptores apresentam sitios de modulacédo
adicionais e diferentes daqueles estudados por nosso grupo anteriormente, no que Nnovos
estudos sdo ainda requeridos. Outra sugestdo a ser dada seja que tais alcaloides possam agir
como agonistas dos receptores muscarinicos, também de acordo com os estudos envolvendo o
extrato aquoso da Erythrina velutina de Carvalho e colaboradores (2009), o que responderia
pela atividade anticonvulsivante observada para os alcaloides por nds ensaiados frente ao
modelo cronico de pilocarpina. A acdo em receptores colinérgicos nicotinicos também néo
pode ser descartada. Como exemplo, temos o estudo de Soto-Hernandez (2013) que propds o
mecanismo de acdo do alcaloide eritrinico erisodina, isolado da Erythrina americana, como
sendo um antagonista competitivo de receptores nicotinicos. Tal alcaloide € similar
estruturalmente ao alcaloide (+)-eritravina apresentando apenas a inversdo dos radicais nas
posicdes 16 e 6 como diferenca, além disso, néo € relatada a atividade anticonvulsivante para
erisodina, 0 que supostamente prova que pequenas variagdes entre os grupamentos hidroxila e
metila podem ser as responsaveis por promover mecanismos e seletividade de agdes
diferentes (GARCIA-MATEOQOS et al., 2005; JIRI, 2011).
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Como salientado, outros provaveis mecanismos nao podem ser descartados do cabedal
de possibilidades, como a modulacéo da expressao génica de receptores GABAA e NMDA ao
final da fase silenciosa do SE, isto porque se sabe que tais receptores estdo, respectivamente,
diminuidos e aumentados nesta fase do modelo de pilocarpina (RAJ, GULATI e LODHA,
2011; LOSCHER, 2011), contribuindo para sua progressdo e manutencgdo, no que modulacio
em sentido inverso poderia repercutir em atividade anticonvulsivante duradoura e
neuroprotecdo. Além disso, é possivel que cada alcaloide aqui estudado possa ter mecanismos
de acdes iguais, parecidos ou diferentes. As duas ultimas hipdteses (parecidos e diferentes)
podem ser reforcadas pela existéncia de ligeiras diferencas estruturais entre os alcaloides aqui
estudados ao redor do nucleo eritrinico (Figura 3) e ainda, pelas diferencas de poténcia ja
observadas num mesmo modelo experimental e atividades farmacoldgicas diferentes. Neste
sentido e, por exemplo, a (+)-eritravina e a (+)-11o-hidroxieritravina sdo, de acordo com
nossos estudos prévios, anticonvulsivantes e ansioliticas, enquanto a erisotrina apenas
anticonvulsivante (FAGGION et al., 2011; ROSA et al., 2012).

Finalmente, a continua investigacdo de acdes farmacologicas outras dos alcaloides
aqui estudados sdo ainda necessarias para um quadro mais completo e efetivo de exploracao
de possibilidades. Além disso, a descoberta do(s) mecanismo(s) de acdo(es) em nivel
molecular pelo qual tais alcaloides exercem suas atividades anticonvulsivantes, ansioliticas e
neuroprotetoras sdo urgentes, podendo envolver novos estudos usando diferentes técnicas
imunohistoquimicas, neuroquimicas, voltage clamp e, ainda através de PCR em Tempo Real.
Com efeito, os estudos com plantas medicinais tem sido importantes e amplamente
desenvolvidos, uma vez que, o Brasil representa uma fonte rica de diversidade bioldgica e
quimica, representada por sua exuberante natureza, devendo ser notado que o estudo das
plantas deve passar pelo isolamento de ativos e estudo e mecanismos de acdo em nivel
molecular para que 0s mesmos possam ter abrangéncias cientificas mais ampliadas
(BARBOSA-FILHO et al., 2006a).
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5 CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que os alcaloides (+)-eritravina, (+)-1la-
hidroxieritravina e erisotrina isolados a partir do extrato hidroalcodlico das flores da
Erythrina mulungu apresentaram um efeito anticonvulsivante similar/equivalente ao de
farmacos convencionais (Diazepam, Carbamazepina, Fenitoina e Quetamina) administrados
durante os quatro dias posteriores ao SE induzido pela injecdo de pilocarpina via i.c.v. em
ratos Wistar. Em nosso estudo, observamos que tais alcaloides reduziram a incidéncia e
laténcia das crises recorrentes, assim como o numero de mortes quando comparados aos
animais tratados com salina. Estes dados foram equivalentes aos de farmacos comerciais, de
diferentes mecanismos de acdo, usualmente utilizados pela populacdo no tratamento da ELT
ou mesmo outros tipos de epilepsia. Da mesma forma, o efeito neuroprotetor para cada um
destes alcaloides foi evidenciado assim como os farmacos de escolha quando observado que
as regides hipocampais CA1, CA3 e GD apresentaram numeros de neurdnios viaveis maiores
gue para 0s animais tratados com salina, assim como a diminuicdo e/ou auséncia de nucleos
picnoticos e desorganizacdo neuronal, numa analise qualitativa geral.

Portanto, a atividade anticonvulsivante e neuroprotetora dos alcaloides isolados da
planta E. mulungu foi comprovada, agora, em uma escala cronica de epilepsia, em um modelo
experimental que simula em muito os aspectos comportamentais e celulares/morfoldgicos da
ELT em humanos. Entretanto, o(s) mecanismo(s) em nivel(is) molecular(ES) pelo(s) qual(is)
de como os referidos alcaloides exercem suas acBes anticonvulsivante e neuroprotetora
envolvidos sdo ainda preliminares ou ausentes, no que devem ser debrugados novos esforcos
nas etapas seguintes deste trabalho. Os estudos com estes alcaloides sdo importantes, uma vez
que estes sdo bem absorvidos pelo trato gastrointestinal e atravessam a barreira
hematoencefalica, além de serem bem tolerados pelos animais e possuirem diferentes acdes
farmacoldgicas comprovadas. Estes atributos fazem com que tais alcaloides sejam cercados
de wvantagens farmacologicas, toxicologicas e farmacocinéticas importantes no

desenvolvimento de um novo farmaco com acéo dirigida para o SNC.
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