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Dedico este trabalho a vocé que,
em todos os atos, em todas as palavras

tem um olhar compassivo ao outro.
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RESUMO

A ansiedade é um estado emocional frequentemente negativo, caracterizado por
sentimentos de preocupacgdo e apreensdo, acompanhado por manifestagdes somaticas,
cognitivas e comportamentais especificas. Além disso, afeta quase 300 milhdes de
pessoas em todo o mundo e envolve a atividade de varias vias cerebrais e diferentes
neurotransmissores como serotonina, noradrenalina, dopamina e GABA. Semelhante a
ansiedade, a epilepsia ocorre quando o equilibrio GABAérgico é perturbado,
desencadeando nesse caso as convulsdes. O GABA é o principal neurotransmissor
inibitorio no cdrtex cerebral e mantém o tonus inibitério que contrabalanca a excitacado
neuronal (sistema glutamatérgico). Aproximadamente 50 milhGes de pessoas em todo o
mundo tém epilepsia e 30 % destas ndo respondem adequadamente ao tratamento
disponivel. A busca por novos compostos de diferentes naturezas capazes de aumentar ou
diminuir as atividades sinapticas GABAérgica e/ou glutamatérgica respectivamente, tem
sido de interesse no desenvolvimento racional de farmacos anticonvulsivantes e
ansioliticas. A vitexina é constantemente citada por ser majoritaria ou se apresentar em
altas concentragdes em plantas com atividade ansiolitica e anticonvulsivante. De fato, a
condicdo de entidade majoritaria de um composto nem sempre pode se correlacionar com
a atividade farmacologica observada, necessitando entdo do estudo do principio ativo em
condicdo isolada. O objetivo deste estudo foi investigar os efeitos ansiolitico (agudo),
anticonvulsivante (agudo e crénico) e no desempenho locomotor da administracéo
crénica intraperitoneal da vitexina, bem como investigar a acdo dessa flavona em canais
ibnicos de sodio e potassio e potencial toxicidade hepatorenal apds tratamento croénico.
Vitexina (0,75; 1,25; 2,5 mg/Kg, i.p) apresentou atividade ansiolitica nos testes de campo
aberto, labirinto em cruz elevado e caixa claro-escuro. O espectro de sua atividade
anticonvulsivante foi caracterizado pela realizacdo de diferentes modelos de crises e 0s
resultados mostram que a vitexina ndo apresentou atividade anticonvulsivante em
modelos classicos para triagem glutamatérgica. Por outro lado, a vitexina (5 mg/Kg, i.p)
demonstrou forte acdo anticonvulsivante ao se utilizar PTZ e picrotoxina, convulsivantes
envolvidos com a via GABAérgica. O Kindling induzido por PTZ (teste crénico) foi
utilizado para estudar a epileptogénese e como resultado observou-se que a severidade
méaxima das convulsdes diminuiu e a laténcia para o estagio 8 aumentou quando o0s
animais foram tratados com vitexina (2,5 mg/kg, i.p). Apos a avaliacdo cronica, o teste
rotarod foi utilizado para investigar a possibilidade de comprometimento locomotor e 0s
resultados evidenciaram que a vitexina ndo prejudica a coordenacdo motora dos roedores.
A avaliacdo da toxicidade renal e hepatica demonstrou que o tratamento crdénico com
vitexina ndo causou aumento nos niveis de ALT, AST, creatinina e ureia. Ao investigar
a acdo da vitexina por meio do voltage clamp, foi possivel observar que este flavonoide
ndo apresentou modulacdo nos canais idnicos utilizados na investigacdo. Os resultados
sugerem que a vitexina apresenta atividade ansiolitica e marcado efeito anticonvulsivante,
tanto apds tratamento agudo quanto cronico, sem comprometimento locomotor e sem
toxicidade hepatica e renal. Finalmente, os efeitos da vitexina parecem nao se relacionar
com 0s canais de potassio e sodio, mas sim com a modulacdo de vias GABAérgicas.

Palavras-Chaves: Ansiedade. Epilepsia. GABA. Kindling induzido por
pentilenotetrazol. Vitexina.



ABSTRACT

Anxiety is a frequent negative emotional state characterized by feelings of worry and
apprehension, and accompanied by specific somatic, cognitive, and behavioral
manifestations. In addition, it affects nearly 300 million people worldwide and involves
the activity of several brain pathways and different neurotransmitters like serotonin,
noradrenaline, dopamine and GABA. Similar to anxiety, epilepsy occurs when
GABAergic balance is disturbed, triggering seizures in this case. GABA is the main
inhibitory neurotransmitter in the cerebral cortex and maintains the inhibitory tone that
counterbalances the neuronal excitation (glutamatergic system). Approximately 50
million people worldwide have epilepsy and 30% do not respond adequately to treatment.
The search for new compounds of different chemical and biological natures capable of
increasing or decreasing GABAergic and/or glutamatergic synaptic activities,
respectively, has aroused interest in the rational development of anticonvulsants and
anxiolytics. Vitexin is often reported to be the majority or to be present at high
concentrations in plants with anxiolytic and anticonvulsant activity. In fact, the condition
of the majority of a compound cannot always correlate with the pharmacological activity
observed, necessitating the study of the active in an isolated condition. The aim of this
study was to investigate the anxiolytic (acute), anticonvulsant (acute and chronic) and
locomotor effects of intraperitoneal administration of vitexin, as well as to investigate the
action of this flavone on ionic sodium and potassium channels and hepatorenal toxicity
after chronic treatment. Vitexin (0.75, 1.25, 2.5 and 5 mg/kg, i.p) showed anxiolytic
activity in open field tests, elevated plus maze and light-dark box. The spectrum of its
anticonvulsant activity was characterized by the performance of different seizure models
and the results demonstrate that vitexin did not present anticonvulsant activity in classic
models for glutamatergic screening. The spectrum of its anticonvulsant activity was
characterized by the performance of different seizure models and the results demonstrate
that vitexin did not demonstrate anticonvulsant activity in classical models for
glutamatergic screening. On the other hand, vitexin (1.25, 2.5 and 5 mg/kg, i.p)
demonstrated anticonvulsant action when using PTZ and picrotoxin, convulsants
involved with the GABAergic pathway. The PTZ-Induced Kindling (chronic test) was
used to study epileptogenesis and as a result it was observed that the maximum severity
of the seizures decreased and the latency to stage 8 increased when the animals were
treated with viexin (2.5 mg/kg, i.p). After the chronic evaluation, the rotarod test was used
to investigate the possibility of locomotor impairment and the results showed that vitexin
does not impair the motor coordination of rodents. The assessment of renal and hepatic
toxicity showed that chronic treatment with vitexin did not cause increased levels of ALT,
AST, creatinine, and urea. When investigating the action of vitexin by means of voltage
clamp, it was possible to observe that this flavonoid did not present modulation in the
ionic channels used in the investigation. The results suggest that vitexin has anxiolytic
activity and anticonvulsive effect, both after acute and chronic treatment, without
locomotor impairment and without hepatic and renal toxicity. Finally, the effects of
vitexin appear to be unrelated to the potassium and sodium channels, but it appears to be
related to the positive modulation of GABAergic pathways.

Keywords: Anxiety. Epilepsy. GABA. Pentilenotetrazole Induced Kindling. Vitexin
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1 INTRODUCAO
1.1 EPILEPSIA

A epilepsia € uma das doencas neuroldgicas mais comuns e afeta a populagdo sem
distincdo de idade, raca e nacionalidade (BOER et al., 2008). A Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) recentemente divulgou que essa doenca chega a atingir 50 milhdes de pessoas no
mundo. Em paises de alta renda, os casos novos anuais sdo entre 30 e 50 por 100.000 pessoas
na populacdo geral e em paises de renda baixa e media, esse nimero pode ser até duas vezes
maior (OMS, 2018).

A International League Against Epilepsy (ILAE), em 2014, instituiu a definicdo pratica
de epilepsia em trés circunstancias distintas: 1) ocorréncia de, pelo menos, duas crises
epilépticas ndo provocadas, com um intervalo (tempo) maior que 24 horas entre elas ou 2) uma
crise epiléptica ndo provocada e a probabilidade/risco de recorréncia ap0s duas crises epilépticas
ndo provocadas, nos proximos 10 anos ou 3) diagnostico de sindrome epiléptica (FISHER,
2017).

Uma das principais caracteristicas da epilepsia € a presenca de crises epilépticas que se
manifestam pela atividade anormal, excessiva e sincrona de neurbnios, o que resulta em
diversos fendmenos de acordo com as redes neuronais envolvidas (FISHER et al., 2005). A
figura 1 retrata a classificacdo simplificada dos tipos de crises epilépticas conforme a Gltima
atualizacdo da ILAE. Sumariamente, as crises sao classificadas de acordo com o local de seu

inicio (focal, generalizado ou desconhecido) em conjunto com os sintomas associados.

Figura 1 - Classificacdo operacional basica para os tipos de crises epilépticas

1.Inicio focal 2. Inicio generalizado 3. Inicio desconhecido 4. N3o classificadas!
Perceptivas Disperceptivas Motoras \l Motoras
Ténico-cldnicas Ténico-cldnicas

o ) Outras motoras Qutras motoras
Inicio motor

P N&o motoras (auséncias) N&o motoras
(T e o <t ) Parada comportamental

J

tdnico-cldnica bilateral
7

-
[ Focal evoluindo para

! Por informagdo inadequada ou impossibilidade de inserir nas outras categorias.
Fonte: Adaptado de Fisher et al. (2017)
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As crises de inicio focal podem, opcionalmente, manter o grau de percepcdo diante do
acontecimento. Nesse contexto, quando a percepcdo é preservada pode ser chamada de crise
parcial simples (consciéncia de si e do ambiente) ou se ha comprometimento, € nomeada crise
parcial complexa (perturbacdo no nivel da consciéncia) (BERG et al., 2010).

A crise perceptiva pode apresentar alteragdes motoras (méaos, pés ou face), sensoriais
(dorméncia e/ou formigamento), autondmicas (palidez e sudorese) ou psiquicas (medo e
variacdo temporaria da percepcdo da realidade). Por outro lado, a crise de inicio focal
disperceptiva é a mais comum no adulto e pode ser precedida de sintomas prodrémicos (auras)
ou crise parcial simples. O individuo ndo responde a estimulos e geralmente apresenta
movimentos repetitivos com posterior sonoléncia, confusdo mental e amnésia referente ao
periodo de crise (FISHER et al., 2017).

Outra subcategoria de crises focais é a tonico-clonica bilateral generalizada
(anteriormente conhecida como crise parcial secundariamente generalizada), que como a
propria designacao indica, caracteriza-se por inicio focal, porém se generaliza posteriormente
(FISHER et al., 2017).

As crises de inicio generalizado envolvem redes neuronais distribuidas de forma bilateral,
podem ser assimétricas e ndo incluem obrigatoriamente todo o cértex. Ademais, as crises
generalizadas sdo divididas em motoras e ndo motoras (auséncia), sendo que o primeiro termo
indica a possibilidade de diversas manifestacbes motoras como (ZUBERI; SYMONDS, 2015):

a) Tonico-clénicas: ocorre aumento do ténus na fase inicial (tbnica) e geralmente o
paciente perde a consciéncia e a postura, ocorre extensdo das costas, pescoco e pernas,
flexdo dos antebracos, desvio ocular e respiracdo ruidosa. Na fase clonica, de forma
violenta, o corpo contrai e as extremidades se contorcem e esses eventos usualmente
sdo acompanhados por apnéia, relaxamento esfincteriano e mordedura de lingua,
durante aproximadamente um minuto.

b) Clonicas: espasmos ritmicos bilaterais que ocorrem em intervalos entre um a dois
segundos.

c) Tonicas: contracdo da musculatura axial, ou das raizes dos membros (crises ténicas
axorizomélicas) ou do corpo todo, usualmente com duracdo superior a cinco a dez
segundos;

d) Mioclénica: contragdes musculares breves isoladas ou em série;

e) Atobnicas: reducdo ou perda repentina do tdnus muscular sem caracteristicas

miocldnicas ou ténicas com o envolvimento da cabeca, tronco ou membros.
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f) Espasmaos epilépticos: contracdo de musculos axiais e flexdao do tronco e abducgéo e

elevacdo de ambos 0os membros superiores em posi¢do saudatoria.

As crises conhecidas como ndo motoras ou de auséncia ocorrem principalmente na
infancia, duram aproximadamente 2 a 20 segundos e as manifestacdes clinicas evidenciam a
perda repentina da consciéncia, que pode ser acompanhada de olhar fixo, inexisténcia de
resposta a estimulos, manutencao postural, flutter palpebral e automatismos das maos e face
(TENNEY; GLAUSER, 2013).

As crises que inicialmente foram classificadas como de inicio desconhecido podem, a
posteriori, ser classificadas como de inicio focal ou generalizado ou ainda se associarem a
eventos comportamentais motores e ndo motores. As crises inseridas no grupo referem-se as
situacBes onde ha informacdes incompletas ou natureza incomum da crise. Além disso, essa
categorizacdo deve ocorrer de forma excepcional, quando ha a certeza da presenca de uma crise,
mas sem certeza da classificagdo (FISHER et al., 2017).

A classificacdo dos tipos de epilepsia esta correlacionada com o local de inicio da crise e
dessa maneira, seguindo as caracteristicas intrinsecas, ocorre a categorizacdo das epilepsias
(Figura 2).

Figura 2 - Classificacdo das epilepsias

Tipos de crises *

Etiologias
Focais Generalizadas Desconhecidas
Estrutural

Tipos de epilepsias

Genética

Metabdlica

Focais Generalizadas Focais & Desconhecidas
generalizadas

@ Imunolégica
l Sindromes epiléticas J

Fonte: Scheffer, et al. 2017

Comorbilidades

Na definicdo dos tipos de epilepsia, foi acrescentado um grupo denominado
Focais/Generalizadas uma vez que alguns pacientes apresentam tanto inicio focal quanto

generalizado, como observado na Sindrome de Dravet e a Sindrome de Lennox-Gastaut. As
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sindromes epilépticas englobam as caracteristicas que ocorrem em conjunto com o tipo de
crises, o eletroencefalograma (EEG) e as alteracOes observadas em exames de neuroimagem
(SCHEFFER, et al. 2017).

Entre as causas das crises e/ou epilepsia, a etiologia estrutural se refere a uma
anormalidade visivel em estudos de neuroimagem estrutural que pode ter causa genética
(mutacbes em genes, como 0 GPR56), adquirida (infec¢des, encefalopatia hipdxico-isquémica
e traumas) ou ambas. A epilepsia considerada de fundo genético compreende todas as mutagdes
genéticas, conhecidas ou presumidas, e as crises epilépticas representam o sintoma central da
doenca, como o que ocorre na Epilepsia Neonatal Benigna Familiar (LOPES-CENDES, 2008).

As infecgOes estdo entre as causas mais comuns de crise convulsiva ou, mesmo, epilepsia
e sdo usualmente manifestadas na meningite, tuberculose, encefalites virais, infec¢bes por
citomegalovirus entre outros. Além disso, os disturbios metabdlicos como a deficiéncia cerebral
de folato, aminoacidopatias e uremia também podem influenciar no surgimento da doenga (LEE
et al., 2018).

O fator imune também esta entre as causas de epilepsia e esta condi¢cdo limita-se a
inflamacdo imuno-mediada no sistema nervoso central, como a que ocorre na encefalite anti-
receptor NMDA e a encefalite anti-LGI1. Em diversas situacdes, o diagnostico especifico ndo
é possivel de se realizar, e nestes casos, a etiologia é considerada desconhecida (SCHEFFER,
et al. 2017).

Como visto, a epilepsia é uma desordem neuroldgica cronica de causa variada. E consenso
que as crises sejam desencadeadas por descargas anormais e excessivas dos neur6nios
excitatorios (glutamatérgicos) em diferentes estruturas cerebrais, bem como pela diminuicdo da
acdo de neurbnios inibitorios (GABAEérgicos), desencadeando hiperexcitablidade com
consequente aparecimento das crises (WERNER; COVENAS, 2011).

O glutamato é o principal neurotransmissor excitatorio do Sistema Nervoso Central
(SNC). Sua acdo é mediada por receptores glutamatérgicos que participam de forma vital na
mediacdo das sinapses excitatorias. Na membrana pos-sinadptica, o glutamato promove suas
acbes em dois grupos de receptores especificos classificados como ionotrépicos e
metabotrépicos (REINER; LEVITZ, 2018).

O glutamato ao se ligar aos dominios extracelulares das subunidades dos receptores
ionotropicos provoca alteragdes na conformacéo de toda a proteina. Dessa maneira, ocorre 0
fluxo de cations através da membrana plasmatica o que leva a despolarizacéo da célula pos-
sinaptica. Os receptores ionotropicos sdo 0 N-metil-D-aspartato (NMDA), acido a-amino-3-

hidroxi-5-metil-soxazol-4-propidnico (AMPA) e cainato (KA). Fisiologicamente os receptores
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AMPA e KA sdo relacionados a transmissdo sinaptica rapida no SNC, enquanto que o NMDA
permanece aberto por mais tempo, o que permite o fluxo significativo de cétions
(FEATHERSTONE, 2009).

Os receptores NMDA possuem sete subunidades diferentes (GIuN1, GIuN2A, GIuN2B,
GIuN2C, GIuN2D, GIuN3A e GIuN3B) e considera-se que na fenda sinaptica as subunidades
mais presentes sdo a GIuUN1 e GIUN2A e nas regifes extrasinapticas as subunidades GIuUN1 e
GIuN2B. Vérios co-agonistas, como a glicina e a serina, atuam na modulacdo do receptor
NMDA, contudo o principal neurotransmissor responsavel por ativa-lo é o glutamato. Esse
receptor é altamente permeavel a calcio e sddio, para promover na despolarizacdo, e também a
potéssio para regular a repolarizacdo. Além disso, 0 magnésio é o responsavel pelo bloqueio
desse receptor NMDA (PAOLETTI; BELLONE; ZHOU, 2013).

Os receptores AMPA e KA sdo também acoplados a canais idnicos permeaveis a sodio,
potassio e calcio. As subunidades GIuR1 a GluR4 tém maior afinidade por AMPA, enquanto
as subunidades GIuR5 a GIuR?7 s&o seletivas para KA (PEREIRA, 2006).

Os receptores metabotropicos foram descritos primeiramente em 1985 e até 0 momento
foram identificados oito subtipos (MGIluR1 a mGIuR8), sendo que eles modulam a producao de
segundo mensageiro via proteinas G (KUBO; ITO, 2004; MARCAGGI; ATTWELL, 2004).
Os receptores metabotropicos sdo divididos em 3 subfamilias com base na homologia da
sequéncia de aminoacidos, mecanismos de transducdo de sinal e farmacologia do receptor. O
grupo | inclui as subfamilias mGIuR1 e mGIuRS5, o grupo Il a subfamilia mGIuR2 e mGIuR3 e
o grupo Il inclui mGIuR 4, 6, 7, 8 (PEREIRA, 2006).

Apos liberacdo do glutamato na fenda sinaptica e ligacdo do mesmo em seus receptores,
sua acdo é finalizada por proteinas de transporte especificas (EAATL1-5), que retiram o
glutamato da fenda sinaptica, realocando-o para neurénios ou células da glia. A retirada do
glutamato da fenda sinaptica é de grande importancia, uma vez que o excesso de acdo desse
neurotransmissor pode causar morte neuronal. A excitoxicidade mediada por glutamato esta
presente na etiogénese de diferentes disturbios neuroldgicos, como isquemia, doenca de
Alzheimer, esquizofrenia e epilepsia (DONG; WANG; QIN, 2009).

Outro neurotransmissor essencial na regulacédo da transmissdo dos impulsos nervosos € o
GABA (acido y-aminobutirico). Este € o principal neurotransmissor inibitério do SNC
(NAYLOR, 2010) e ap0s a liberacéo na fenda sinaptica, atua através de receptores ionotrépicos
(GABAA e GABAC) e metabotropicos (GABAR), os quais apresentam diferentes sensibilidades

farmacoldgicas, distribuicéo e caracteristicas cinéticas (CIRANNA et al., 2003).
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Os receptores GABAA € GABAC (ionotropicos) estdo diretamente acoplados a canais
para ions de cloreto, gerando rapida resposta inibitoria com consequente hiperpolarizacdo
neuronal. Por outro lado, os receptores GABAg (metabotropicos) produzem inibicdo lenta e
prolongada, uma vez que apresentam canais de célcio e potassio ligados a proteina G. A acao
inibitéria do GABA é finalizada por meio de proteinas especificas de transporte (GAT1-4), que
do mesmo modo do receptor, apresentam diferencas bioquimicas e farmacoldgicas entre si
(MELDRUM; ROGAWSKI, 2007).

Quando a acdo do GABA ¢é diminuida, e, sobretudo, quando é sobrepujada por um
predominio relativo da neurotransmissao excitatoria glutamatérgica, ocorre a maior
predisposicdo do cérebro para o aparecimento de distdrbios neuroldgicos. Na patogenia das
epilepsias, sobretudo nas localizadas, a diminuicdo da atividade GABAEérgica se apresenta
como hipdtese coerente. Baseando-se nesta premissa, as vias GABAérgicas tornaram-se alvo
de diferentes ferramentas neuroetolégicas na inducdo de convulsdes quimicas em diferentes
modelos experimentais, e também, alvo de diferentes farmacos usados na pratica clinica para o
controle da epilepsia (MELDRUM, 1989).

Diversas sdo as drogas utilizadas para prevenir as crises causadas pela epilepsia e o
primeiro registro foi em 1857 ao se utilizar o sal de brometo de potassio (LOCOCK, 1857). Ao
longo da evolugdo da quimica medicinal, outras opgOes terapéuticas surgiram e estes avangos
foram divididos em trés etapas importantes: politerapia “institucional”, monoterapia
“dogmatica” e politerapia “racional” (GUERREIRO, 2006).

A politerapia institucional iniciou-se com a introducdo do fenobarbital em 1914, da
fenitoina em 1938 e da carbamazepina e do valproato na década de 80. Era comum a utilizagéo
de associacOes de duas drogas no tratamento da epilepsia, contudo, a ocorréncia de efeitos
colaterais era proporcional a quantidade de drogas antiepilépticas usadas. Em vista disso,
institui-se a monoterapia dogmatica que priorizava a utilizacdo de uma Unica droga com
consequente observacdo da reducao dos efeitos colaterais e comparativos da toxicidade de cada
tratamento (GUERREIRO, 2006).

Na década de 80 a estratégia terapéutica foi modificada pois, pela primeira vez, houve a
classificacdo da ILAE em relacdo as crises e sindromes epilépticas. Ademais, muitos estudos
surgiram envolvendo a epidemiologia, historia natural da doenca e progndstico, que
impulsionaram avangos na neurobiologia e farmacologia. Esses conhecimentos permitiram a
politerapia racional, com indicacdo da associacdo de drogas antiepiléptica de diferentes
mecanismos de acdo (GUERREIRO, 2006).



22

As drogas utilizadas no tratamento da epilepsia reduzem significativamente a
frequéncia e/ou gravidade das crises e, geralmente, aumentam 0s processos inibitorios ou se
opbe aos processos excitatorios. As drogas podem atuar diretamente em canais iGnicos
especificos ou influenciar indiretamente a sintese, o metabolismo ou a funcdo de
neurotransmissores ou receptores que controlam a abertura e o fechamento do canal (Tabela 1)
(BROMFIELD; CAVAZQOS; SIRVEN, 2006).

As canalopatias, no que se refere a epilepsia, podem ser resultado de alteragcdes no
funcionamento de canais idnicos. Como exemplo, os canais de K* e Na* dependentes de
voltagem, quando sofrem mutacgOes, alteram a modulagdo da excitabilidade neuronal e
consequentemente contribuem para o desenvolvimento da epilepsia (PORTO et al., 2007;
KOHLING; WOLFART, 2016). Dado o importante papel dos canais idnicos no desdobramento
da epilepsia, essas proteinas se tornaram alvos relevantes na procura por compostos com

capacidade antiepiléptica.

Tabela 1 - Drogas antiepilépticas comumente utilizadas e seus mecanismos de a¢ao

Droga Blcoaqnuz:;lsodc:sos Agé}o . ngﬁaeils o(lje? : Agéq .
sédio GABAérgica Calcio Glutamatérgica

Carbamazepina ++ - - -/?
Clonazepam + ++ - -/?
Diazepeam - ++ - -

Etossuximida - - ++ -/?
Gabapentina -[? -[? - -/?
Lamotrigina ++ -[? -/? +/?
Leviracetram ? ? ? ?

Fenobarbital + I - -[?
Fenitoina <FeF - - -/?
Topiramato <FeF +/? - +/?
Valproato <FeF - A -

++ acdo principal; + acdo definida; +/? possivel acdo; -/? possivelmente sem acdo; - sem acdo

Fonte: Adaptado de Bromfield, Cavazos e Sirven (2006)

Os anticonvulsivantes podem causar afeitos adversos que variam desde
comprometimento minimo (vertigem, nausea, cefalaléia) até situacbes mais severas que
demandam maior atencio (mé formagcéo fetal, depressdo, leucopenia). E comum a presenca de
ataxia (fenitoina e carbamazepina), sedacéo (carbamazepina, benzodiazepinicos, fenobarbital,
lamotrigina e gabapentina), m& formacéo fetal (valproato e fenitoina), nauseas (valproato e

etossuximida), reacGes de hipersensibilidade (fenitoina e carbamapepina), depressao
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(fenobarbital), leucopenia e viséo turva (carbamazepina), hipertrofia gengival, hirsutismo e
anemina megalobléstica (fenitoina) (RANG, et al, 2004). Além disso, no uso continuo é comum
ocorrer dependéncia, declinio das fungdes cognitivas e desenvolvimento de tolerancia
(PERUCCA; GILLIAM, 2012).

Aproximadamente 20-30% dos pacientes com epilepsia permanecem refratarios ao
tratamento e essa condicdo envolve multiplos fatores, como o tipo de doenca, interacdes
medicamentosas e aspectos genéticos. O resultado da resisténcia reflete negativamente na
qualidade de vida do paciente e aumenta de forma significativa o risco de morte (DALIC;
COOK, 2016).

Os fatores que envolvem a epilepsia/convulsdo (desequilibrio entre as vias
GABAérgica e glutamatérgica) podem, dentro do contexto de outros neurotransmissores
envolvidos e fatores muito mais complexos, também ser impostos como explicagdes razoaveis
para outras patologias, como a ansiedade. Inimeras observagdes evidenciam que ansiedade e
epilepsia compartilham o funcionamento inadequado dos receptores GABAA e alteragfes nos
canais ionicos, explicando, assim, o efeito ansiolitico e anticonvulsivante de substancias
GABAeérgicas, como no caso de benzodiazepinicos (BEYENBURG et al., 2005).

Como citado, drogas que atuem aumentando a atividade GABAérgica e/ou diminuindo
aquela glutamatérgica, podem ser, em alguns casos, empregadas tanto pela propriedade
anticonvulsivante como por aquela ansiolitica (GORMAN, 2003). Além disso, devido a
presenca de alteraces nos canais i6nicos na epilepsia e ansiedade, drogas que atuem nesses
alvos podem ser indicacOes terapéuticas dessas enfermidades (WASZKIELEWICZ et al.,
2013).

1.2 ANSIEDADE

Segundo a OMS, transtornos mentais atingem aproximadamente 700 milhGes de
pessoas em todo 0 mundo, o que representa aproximadamente 13% do total de todas as doencas
e desordens. Ao lado da depressdo, a ansiedade ocupa uma das primeiras posi¢oes entre 0s
transtornos mentais, chegando a acometer 264 milhdes de pessoas ao redor do mundo (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2017).

Acredita-se que os dados epidemioldgicos da ansiedade sejam subestimados, uma vez
gue muitos casos sdo erroneamente diagnosticados ou ndo ha procura por assisténcia médica.
Em complemento, muitas regides ao redor do mundo ndo possuem dados da incidéncia e

prevaléncia da ansiedade, o que pode levar a estimativas falhas (GELFUSO et al., 2014).
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Os distarbios de ansiedade sdo mais comuns entre mulheres (4,6%) do que entre
homens (2,6%) e no continente americano 0s numeros sdo de 7,7% para populagdo feminina
enquanto que os homens representam estimativa de 3,6%. No Brasil, 9,3% da populagéo tém
algum transtorno de ansiedade e dessa maneira o pais lidera, em carater global, a prevaléncia
de casos patoldgicos de ansiedade (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017).

Em determinado grau, a ansiedade é importante para a adaptacao e sobrevivéncia do
individuo ao meio. Todavia, quando se torna excessiva, frequente e desproporcional é
considerada um transtorno neurolégico, com os inimeros inconvenientes e complicadores de
ordem social, econbmica, médica e pessoal. Desordens nos niveis de ansiedade sao
responsaveis por incontaveis prejuizos, como queda no rendimento de tarefas, altas taxas de
uso indiscriminado de medicamentos e baixo nivel de qualidade de vida, dentre outros
(EYSENCK, 2011).

De acordo com Cabrera e Sponholz (2002) a ansiedade patologica difere-se da
adaptativa principalmente por afetar a autonomia (ansiedade desproporcional e sem causa
aparente), intensidade (alto nivel de sofrimento e baixa tolerabilidade), duracédo (persistente ou
recorrente) e comportamento (prejuizo global).

Pacientes com ansiedade patoldgica, a partir de um gatilho (situagdo, pensamento ou
sensacdo), parecem processar uma informacgdo supostamente perigosa com maior intensidade
em comparagdo com os individuos sem o disturbio. A analise da situacdo que é considerada um
perigo, fornece um vasto detalhamento e, dessa forma, surgem diversos pensamentos
considerados catastroficos e indecisos, que levam a estratégias de enfrentamento consideradas
ndo adaptativas (BYSTRITSKY et al., 2013).

Dentro da histéria da classificacdo de transtornos mentais, a categorizacdo de
transtornos de ansiedade surgiu tardiamente. A Classificacdo Internacional de Doencas (CID)
e 0 Manual Diagnostico e Estatistico de Transtornos Mentais (DSM-5) definem a separacao dos
subtipos que envolvem os transtornos de ansiedade de acordo com as caracteristicas em comum
(Quadro 1).

A ansiedade, de forma geral, é vista como um conjunto complexo de sintomas
coexistentes que variam dependendo de fatores biologicos, genéticos e ambientais. Entre 0s
elementos bioldgicos, por exemplo, sabe-se que anormalidades metabdlicas e autonémicas
podem culminar no aumento do nivel de ansiedade (BYSTRITSKY et al., 2013).

Estudos moleculares mostraram que alguns genes (5-HT1A, 5-HTT, MAO-A, COMT,
CCK-B, ADORA2A, CRHR1, FKBP5, ACE, RGS2/7 e NPSR1) interagem parcialmente uns

com os outros e com fatores ambientais desencadeando o inicio da doenca. Esses estudos
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indicaram que 30 a 67% dos casos de ansiedade patologica podem ser provenientes de heranca
genética (DOMSCHKE; MARON, 2013).

Quadro 1 — Classificacéo e descricdo dos transtornos de ansiedade

Transtorno de ansiedade Descricéo

Ansiedade flutuante, nervosismo, tremores, sensagdo
de vazio na cabeca, palpitacGes, transpiracdo, tonturas,
desconforto epigastrico e medo de doenca ou acidente
em relagdo a si e a pessoas proximas

Recorréncia e persisténcia de comportamento
Transtorno obsessivo compulsivo compulsivo e pensamentos obsessivos que causam
sofrimento ao individuo.

Transtorno de ansiedade generalizada

Ataques de panico imprevisiveis que levam a dores
toracicas, taquicardia, sensacdo de asfixia, tonturas,
Transtorno do panico calafrios ou onda de calor, parestesias,
despersonificacdo, desrealizacdo, medo de morrer,
perder o autocontrole ou a lucidez

Presenca constante de memdria e sonhos desagradaveis
(de um evento traumatico), agir ou sentir que o trauma
Transtorno de estresse pds-traumatico estd acontecendo novamente, desconforto psicologico
intenso e reatividade fisioldgica diante de situacGes ou
pessoas que lembrem o trauma.

Medo excessivo de sair de casa, viajar sozinho, lojas,
multidbes, locais e transporte publicos. Além disso
entre 0s sintomas associados € comum a presencga de
sintomas depressivos e obsessivos (fobia social).

Medo irracional de um objeto ou situacdo altamente
especifica que pode interferir intensamente na vida do
individuo ao provocar ataques de panico ou fobia
social.

Medo ou ansiedade acentuada de exposicéo publica, de
observacédo e de criticas, perda de autoestima, tremor,
rubor, nduseas, urgéncia miccional e possibilidade de
ataques de panico.

Presenca simultanea e sem predominio tanto de
ansiedade como de depressao.

Ansiedade excessiva em relagdo a possivel separacéo
de alguém préximo, principalmente na infancia.

Falta de fala em situacbes onde ha expectativa de
Mutismo seletivo conversa, mesmo que o individuo fale em outros
momentos.

Fonte: Adaptado de Bandelow; Michaelis e Wedekind, 2017

Agorafobia

Fobias especificas

Transtorno de ansiedade social

Transtorno misto de ansiedade e depressdo

Ansiedade da separacéo
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Além disso, a génese da ansiedade envolve alteragdes neuroquimicas moduladas por
diversos neurotransmissores como as aminas (serotonina, dopamina e noradrenalina) e
aminoacidos (GABA e glutamato), como também peptideos (fator de liberacdo de
corticotropina, corticotropina, colecistocinina) e esteroides (corticosterona) (BENSON et al.,
2015).

Acredita-se que os pacientes com ansiedade patoldgica tenham regulacéo deficitaria de
noradrenalina e que aumentos ocasionais da atividade dessa monoamina podem ocorrer ao
longo do transtorno. O bloqueio dos receptores de serotonina ou o bloqueio da sintese desse
neurotransmissor produzem efeitos ansioliticos, porém, sabe-se que a serotonina possui papel
duplo na regulacdo da ansiedade, uma vez que no complexo amidaloide, exerce efeito
ansiogénico e na matéria cinzenta periaquedutal dorsal o efeito € ansiolitico. As vias
dopaminérgicas, por sua vez, podem afetar os estados de ansiedade de varias maneiras e sabe-
se que o bloqueio do receptor D2 promove efeitos ansioliticos (RIBEIRO, BUSNELO,
KAPCZINSKI, 1999).

As recentes evidéncias provenientes de ramos da neurociéncia indicam que na ansiedade
patoldgica ocorre disfuncdo na modulacdo GABAeérgica. No complexo amiloide, os sitios
alostéricos no GABAA regulam com preciséo a inibi¢ao neuronal GABAérgica e alteragdes nos
niveis de moduladores enddgenos, ou na subunidade do receptor GABAA estdo envolvidos nos
estados patoldgicos da doenca. Nesse contexto, esse € um dos principais alvos moleculares de
muitas drogas ansioliticas, como no caso de benzodiazepinicos (GAUTHIER; NUSS, 2015).

As vias glutamatérgicas, em especial o receptor NMDA, sdo importantes para 0s
transtornos de ansiedade. Evidéncias preliminares sugerem que o0 aumento e antagonismo das
vias mediadas pelo NMDA sdo eficazes na tratamento de transtornos de ansiedade, embora néo
existam medicamentos glutamatérgicos aprovados para esta finalidade (BYSTRITSKY et al.,
2013).

Diversos farmacos estdo incluidos no tratamento farmacoldgico da ansiedade, muitos
dos quais e, como ditos, também empregados no tratamento da epilepsia. A primeira classe
desenvolvida, barbituricos, é capaz de prolongar a duracdo da abertura dos canais de cloreto do
receptor GABA, porém apresentaram altos indices de parada respiratéria (DURANT,
CHRISTMAS, NUTT, 2010). Em contrapartida, os benzodiazepinicos (aumentam a frequéncia
de abertura dos canais de cloreto do receptor GABA) foram desenvolvidos como uma
alternativa mais segura que os barbitdricos, no entanto, causam dependéncia fisica e psiquica
(ATACK, 2011).
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Outros medicamentos utilizados no tratamento da ansiedade como ansioliticos ndo
benzodiazepinicos e antidepressivos, muito embora extremamente Uteis, também apresentaram
perfis significativos de efeitos adversos (NASTASSJA, DAN, 2011).

Devido aos diversos efeitos adversos apresentados no tratamento da ansiedade, é comum
que pacientes rescindam o tratamento diversas vezes até total recuperacdo. Aléem disso, um
terco dos tratamentos utilizando ansioliticos convencionais ndo evidenciam respostas
significativas a qualquer um dos medicamentos utilizados (MAHE, BALOGH, 2000).

Existe, portanto, fundamental necessidade na busca e desenvolvimento de novos agentes
ansioliticos, uma vez que essa desordem mental aparece, inclusive, e muito comumente, como
comorbidade de outros transtornos do SNC. De fato, Beyenburg e colaboradores (2005)
mostraram que ha uma relacdo entre epilepsia e outros transtornos do SNC, como ansiedade,

chegando a uma taxa de 50 a 60% de pacientes portadores desta doenca.

1.3. FLAVONOIDES

Os flavonoides representam importante classe de metabolitos secundarios encontrados
abundantemente no reino vegetal com presenca principalmente em angiospermas (SIMOES et
al., 2004). Nas plantas, os flavonoides desempenham varias fungdes como agéo antioxidante,
protecdo contra raios ultravioleta e visivel, além de protecdo contra insetos, fungos, virus e
bactérias. Inibem enzimas, atraem animais com finalidade de polinizacdo e auxiliam na
regulacdo hormonal de vegetais (HARBORE, WILLIANS, 2000).

Entre os seus efeitos farmacoldgicos, evidenciam-se as atividades no SNC, antitumoral,
antioxidante, antiviral, anti-inflamatoria, antiepasmaodica, antimicrobiana, antimutagénica,
antiulcerogénica e a atividade sobre a permeabilidade capilar, entre outras (SIMOES et al.,
2004).

Estruturalmente compartilham dois aneis aromaticos (A e B) que sao ligados entre si por
um heterociclo oxigenado (anel C) (GARCIA-RODRIGUEZ, MONTANO-RODRIGUEZ E
ALTAMIRANO-LOZANO, 2015) (Figura 3). Esta estrutura oxigenada, muitas vezes apresenta
um acucar conjugado, recebendo o flavonoide, neste caso, nome de heterosideo, contudo, e
guando este acglcar € inexistente, o flavonoide € classificado como aglicona ou genina. Nos
heterosideos, quando a ligacdo ocorre atraves de uma hidroxila, o flavonoide recebe 0 nome de
O-heterosideo e, quando ocorre através de um carbono, é denominado C-heterosideo (SIMOES
et al., 2004).
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Figura 3 - Estrutura quimica basica e comum dos flavonoides

Fonte: Garcia-Rodriguez, Montafio-Rodriguez e Altamirano-Lozano (2015)

Para dados e de acordo com a oxidacdo que ocorre no anel C sdo originadas as classes
dos flavonoides (Figura 4), como por exemplo, as antocianidinas, catequinas, flavonois,
flavononas, flavonas e isoflavonas (WINKEL-SHIRLEY, 2001).

Figura 4 - Estrutura quimica das principais classes dos flavonoides
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Fonte: Marco; Poppi; Scarminio (2008)

Para algumas das classes citadas, as novas descobertas cientificas se referem ao seu
potencial para o tratamento de doencas e desordens neuroldgicas, baseando-se, as vezes, nas
suas propriedades anti-inflamatdria e antioxidante e, por outras vezes, de se ligarem diretamente
a receptores farmacoldgicos especificos (DOVICH; LAJOLO, 2011). Embora o mecanismo de
acdo dos flavonoides ainda seja um assunto de discussdo, varios locais de acdo foram relatados,
incluindo receptores de adenosina, GABAA, 3-opioide, nicotinico, estrogénio e receptores de
testosterona (WILLIAMS; SPENCER, 2012).

Os flavonoides surgem como potenciais moduladores da funcdo cerebral ao agirem
diretamente nos neurdnios ou indiretamente através das células da glia. Estas agdes sdo
mediadas principalmente por (MATIAS; BUOSI; GOMES, 2016):

1. Promocao da diferenciacdo de células neuronais progenitoras em neurdnios, reducéo

da morte neuronal e aumento da neurogénese e da plasticidade sindptica em idade adulta;
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2. Inducdo da secrecdo de fatores solGveis por astrdcitos que atuam indiretamente sobre
0s neurdnios, o0 que aumenta a diferenciacdo e reduz a morte neuronal,

3. Reducéo da reatividade astrocitaria e 0 aumento da resposta antioxidante. Aumento
da secrecdo de fatores neuroprotetores pelos astrdcitos;

4. Diminuigdo da ativacdo microglial e da secrecdo de citocinas pro-inflamatorias por
estas células.

Dentre as principais caracteristicas destes compostos fendlicos, cita-se sua capacidade
antioxidante determinada por hidroxilas presentes em sua estrutura, 0 que capacita esses
metabdlitos a doarem elétrons suportando a deslocalizacdo em torno do sistema aromatico. A
capacidade antioxidante dos flavonoides é definida principalmente pela presenca de hidroxilas
em C3 e C4 (LIEN et al., 1999). Os flavonoides sdo reconhecidos por sua capacidade de
sequestrar espécies reativas de oxigénio e de influenciar o estado redox intracelular (SPENCER,
2009), além de promoverem neuroprotecdo através de suas atividades anti-inflamatdrias ou pela
ligacéo direta a receptores farmacoldgicos, por melhorarem a fungédo neuronal e induzirem a
neurogénese (SPENCER, 2008).

Ap0s a ingestdo, os flavonoides sdo metabolizados, absorvidos, atravessam a barreira
hematoencefalica e a sua permeabilidade ¢é influenciada por sua caracteristica lipofilica e
interacdo com transportadores de efluxo. Dessa maneira, diversos derivados de flavonoides
foram considerados importantes no tratamento de doencas que acometem o SNC (YOUDIM;
SHUKITT-HALE; JOSEPH, 2004).

No cérebro, flavonoides de vérias classes sdo capazes de inibir a MAO-A e B,
mediando assim uma possivel atividade antidepressiva. Por outro lado, flavanois, flavanonas e
antocianinas podem agir de forma protetora contra processos inflamatérios, ao aumentar a fluxo
sanguineo cerebral. Algumas flavonas, por sua vez, podem interagir com o receptor GABAA,
produzindo assim efeito sedativo, ansiolitico ou anticonvulsivante (JAGER; SAABY, 2011).
Esse fato, indica portanto a escolha plausivel de flavonas para estudos que visem avaliar suas

potenciais a¢Oes ansiolitica e antivonvulsivante.

1.3.1 Vitexina

A vitexina é uma flavona C-glicosilada (Figura 5) encontrada em diversas plantas como
Passiflora sp, Crataegus pinatifiba, Serjania erecta, Vitex negundo e Pennisetum millet,
(ZHOU et al., 2009; GAITAN et al., 1989; CAO, et al 2011; ZHANG et al., 2011; MA et al.,
2010).
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Figura 5 - Estrutura quimica da vitexina
OH O

OH OH

Fonte: He et al. (2016)

A vitexina apresenta uma gama ampla de efeitos farmacoldgicos (Tabela 2) e entre essas
atividades, esse flavonoide destaca-se devido a sua a¢do no SNC, principalmente por seus
efeitos protetores contra doencas neurologicas e psiquiatricas (HE et al.; 2016).

Tabela 2 - Atividades farmacologicos de vitexina

ANTIVIDADE FARMACOLOGICA FONTE

Antioxidante Borghi et al. (2013), Praveena et al. (2013)
Antineoplasica Papi et al. (2013), Lee et al. (2012)

Antiviral Krcatovic et al. (2008), Li et al. (2002)
Anti-inflamatoria Dong et al. (2011, 2013)

Antinociceptiva Borghi et al. (2013), Demir; Ozkay; Can (2013)
Antiespasmadica Gilani et al. (2006) Ragone et al. (2007)
Protecdo cardiovascular Dong et al. (2013)

Efeito protetor contra a obesidade Kim et al. (2010), Galleano et al. (2012)

Efeito antitiroidiano Gaitan et al. (1995)

Fonte: Adaptado de He et al. (2016)

A vitexina foi investigada em estudos quanto a sua acao protetora contra hipoxia e lesao
por isquemia (MIN et al., 2015), em Doenca de Alzheimer (CHOI et al., 2014, GUIMARAES
et al., 2015), contra a depressio (CAN; OZKAY; UCEL, 2013) e também na agdo sobre a
aprendizagem e cognicdo (ABBASI et al., 2013, OLIVEIRA et al., 2014).

O estudo in vivo de Abbasi et al. (2013) demonstrou que o tratamento com vitexina
reverteu significativamente o prejuizo da memoria produzida por escopolamina e, apesar da
nédo identificacdo do mecanismo de acdo, sugeriu-se que esse efeito possa ter ocorrido por
aumento do fluxo sanguineo cerebral ou interacdo direta com o sistema colinérgico ou

GABAérgico. Em complementacdo, o estudo de Oliveira et al. (2014) verificou que o
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tratamento com vitexina provocou efeitos semelhantes dos agonistas dos receptores GABAa ao
melhorar o desempenho cognitivo dos animais.

Em outro trabalho, o pré tratamento com vitexina preveniu significativamente a perda de
células neuronais induzida por NMDA e reduziu o nimero de neurdnios apoptoticos. A vitexina
inibiu significativamente a apoptose neuronal induzida pela exposicdo de NMDA através do
controle do equilibrio de Bcl-2 e expressdo do Bax e as clivagens de polimerase (ADP-ribose)
e pro-caspase 3 (YANG et al., 2013).

Além disso, Abbasi e colaboradores (2012) observaram que a vitexina nas doses de 100
e 200 uM (i.c.v) apresentou efeito neuroprotetor em convulsdes induzidas por pentilenotetrazol
PTZ. Estes resultados indicam que vitexina tem efeitos possivelmente relacionados a interacéo
com o receptor GABA

Além disso, vitexina foi reconhecida por inibir expressio de mRNA de NMDAR,
mGIuR1 e mGIuR5 e exercer efeito antioxidante em modelos de camundongos epilépticos
induzidos pela pilocarpina, o que pode em parte explicar sua atividade neuroprotetora e
antiepiléptica (ASEERVATHAM et al., 2016).

Apesar dos avancos e esforcos citados, muito ainda precisa ser investigado para que se
obtenham informacg6es mais pronunciadas sobre as acGes da vitexina. A escolha dessa flavona
foi guiada principalmente por preceitos etnofarmacoldgicos e quimiotaxonémicos de plantas
relacionadas a ansiedade e epilepsia, seguido de insuficientes estudos sobre a influéncia dos
componentes majoritarios sobre essas enfermidades, garantindo, pois, originalidade ao

trabalho, de marcado interesse etnofarmacologico e biotecnologico.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial farmacoldgico de vitexina frente a sua acdo ansiolitica e

anticonvulsivante in vivo e investigar o0 mecanismo de a¢do, em canais idnicos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar, em ensaios in vivo, a atividade ansiolitica de vitexina através dos modelos de labirinto
em cruz elevado (LCE), teste de transicdo claro-escuro e teste do campo aberto;

Avaliar, em ensaios in vivo, a atividade anticonvulsivante de vitexina através do uso de
convulsivantes que antagonizem a neurotransmissao inibitoria mediada por GABA (PTZ e
Picrotoxina), bem como por meio de convulsivantes que sejam agonistas conhecidos da
neurotransmissao excitatoria glutamatérgica (NMDA e Acido Cainico);

Avaliar o efeito do tratamento crénico com vitexina sobre o modelo animal de convulsdo
induzida pelo pentilenotetrazol (Kindling quimico);

Avaliar, em ensaios in vivo, o efeito de vitexina em teste sobre a atividade locomotora e estado
de sedacdo/vigilia dos animais através dos testes do campo aberto (agudo) e teste da barra
giratoria (rotarod) (crénico);

Caracterizar do ponto de vista neuroquimico o mecanismo de acdo de de vitexina através da
acdo em canais de sédio e potassio utilizando a técnica de Voltage Clamp, por meio de

colaboracdo internacional.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 FARMACOS E REAGENTES

Dentre os consumiveis de maior relevancia, adquiriu-se se diazepam (Unido
Quimica), NMDA (Sigma Aldrich), acido cainico (Sigma Aldrich), pentilenotetrazol (Sigma
Aldrich), picrotoxina (Sigma Aldrich), DMSO (Sigma Aldrich) e o flavonoide vitexina

(Cayman Chemical Company) com certificado de pureza e rastreabilidade por lote.

3.2 ANIMAIS

Todos os procedimentos experimentais com animais seguiram as diretrizes descritas
no Manual de Cuidados e Uso de Animais de Laboratdrio estabelecido pela Sociedade
Brasileira de Neurociéncias e Comportamento (SBNEC). As condutas ocorreram conforme
indicacdes do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e este
trabalho obteve aprovacdo do comité de ética da Universidade de Ribeirdo Preto sob o nimero
de registro 11/2015 (Anexo A).

Para esse estudo foram utilizados ratos da linhagem Wistar (150-180 g) adquiridos da
empresa ANILAB (Paulinia-SP) e mantidos em biotério localizado na Universidade de Ribeirdo
Preto com condigdes controladas de luminosidade (12 horas no ciclo claro/escuro), ventilacdo,
temperatura (20°C + 2) e umidade (55%) com alimentacdo e 4gua ad libitum. Os animais foram
aclimatizados em sala experimental durante pelo menos 30 minutos antes de cada experimento.
Todos os procedimentos experimentais foram filmados e estdo disponiveis para consulta

publica.

3.3 BIOENSAIOS UTILIZADOS NO ESTUDO DOS EFEITOS ANSIOLITICOS

3.3.1 Teste do Labirinto em Cruz Elevado (LCE)

O LCE utilizado (Figura 6) foi fabricado a partir de madeira MDF com elevacdo do
chédo a 50 cm, sendo constituido por dois bracos abertos (50 x 10 cm) opostamente posicionados
a dois bracos fechados (50 x 10 x 40 cm) e ligados entre si por um quadrante central (10 x 10
cm). Os bragos abertos foram contornados por uma borda de acrilico transparente de 0,5 cm de

altura para minimizar eventuais quedas dos animais durante os testes. Com o propdésito de evitar
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gue os animais obtivessem dicas visuais do ambiente, ao redor do LCE foi colocada uma cortina

cinza e opaca presa a um suporte posicionado lateralmente ao aparato.

Figura 6 - llustracdo do Labirinto em Cruz Elevado
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Fonte: Salviano, 2013.

Nas sessbes do LCE, foram avaliados parametros comportamentais classicos
comumente relatados na literatura, como (1) tempo de permanéncia nos bracos abertos (TBA),
(2) porcentagem de tempo nos bragos abertos (100 x tempo no aberto/ (tempo no aberto + tempo
no fechado) (% TBA) e (3) tempo de permanéncia nos bracos fechados (TBF).

Para tanto, os animais foram divididos entre grupos controles e experimentais (n=6
animais) e tratados via intraperitoneal, conforme esta divisdo, 30 minutos antes dos
experimentos propriamente ditos. O grupo controle negativo foi representado pela
administracdo com solucédo salina 0,9% (i.p), o controle do veiculo recebeu DMSO (1% em
solucdo aquosa, i.p), enquanto o grupo controle positivo foi tratado com diazepam (2 mg/kg,
i.p). Os grupos experimentais foram compostos separadamente de vitexina nas doses de 0,75,
1,25 e 2,5 mg/kg (i.p). Em todos os experimentos com roedores a vitexina foi solubilizada com
solugdo aquosa de DMSO 1%.

Inicialmente, os animais foram posicionados no centro do labirinto, voltados para o
braco aberto e livres para a exploracdo durante cinco minutos. Apds cada sessao, o animal foi

reconduzido a sua caixa e o aparato foi higienizado com solucéo de etanol a 30%.

3.3.2 Teste do Campo Aberto (Open Field)

Para realizacdo do teste de campo aberto foi utilizado o modelo OP0199 (Insight) com

uma base em acrilico de 100 x 80 cm cercado por uma barreira de acrilico transparente (50 cm
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de altura), sendo que nessa base encontrava-se desenhado o campo de teste de 60 cm de

didmetro devidamente dividido em seus quadrantes (Figura 7).

Figura 7 - Esquema representativo da arena utilizada no teste de campo aberto

Fonte: Autora

Para o Teste de Campo Aberto os animais foram divididos entre grupos (n=6 animais)
controle negativo (solucéo salina 0,9%), controle do veiculo (DMSO 1% em solucdo aquosa,
i.p) controle positivo (DZP 2 mg/kg) e experimentais (vitexina nas doses de 0,75, 1,25 e 2,5
mg/kg) e tratados via intraperitoneal 30 minutos antes dos experimentos.

Os animais foram gentilmente colocados, separadamente, no quadrante central da
plataforma circular e, ao longo de cinco minutos, analisados quanto a indicativos
comportamentais relacionados a ansiedade e a potenciais acGes no desempenho locomotor e
estado de vigilia/sedacdo dos animais: (1) atividade locomotora voluntaria (nimero de vezes
que as linhas foram cruzadas); (2) preferéncia do animal ao centro do campo do que areas
periféricas; (3) frequéncia de rearings (exploracdo vertical do ambiente) e (4) groomings

(movimentos de autolimpeza).

3.3.3 Teste de Transicdo Claro-Escuro

A caixa claro-escuro é um aparato em acrilico (46 x 27 x 30 cm de altura) composto
por dois compartimentos de igual tamanho, sendo um deles escuro e o outro diretamente
iluminado por uma lampada fluorescente (fria) de 20 W. Uma porta de acesso liga 0s

compartimentos permitindo, assim, o livre acesso entre ambos. Os dois compartimentos sdo
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separados por uma placa de acrilico preta de 27 x 30 cm (base x altura) com uma abertura de

7,5 x 7,5 cm localizada no centro da divisdo, ao nivel do chdo (Figura 8).

Figura 8 - llustracdo da caixa claro-escuro

Fonte: Autora

Os animais (n=6) receberam, via i.p, 30 minutos antes da avalia¢do, 0s tratamentos
contendo separadamente diazepam 2 mg/kg (controle positivo), solucédo salina 0,9% (controle
negativo), DMSO 1% (controle do veiculo (CV), i.p) e vitexina nas doses de 0,75; 1,25 e 2,5
mg/kg.

Cada animal controle ou experimental foi posicionado separadamente no centro do
compartimento iluminado, de frente para a abertura de acesso ao campo escuro. Foram
avaliados durante cinco minutos o nimero de passagens para 0 campo claro e o tempo gasto
neste lado do aparato, sendo considerada transicdo apenas quando o animal ultrapasse a abertura

de acesso entre 0s campos claro/escuro com as quatro patas integralmente.

3.4 ESTUDO DA ATIVIDADE ANTICONVULSIVANTE EM MODELO AGUDO

Para a avaliacdo da acdo anticonvulsivante da vitexina em uma unica administracéo,
0s grupos de animais (n=6) foram tratados com solucdo salina 0,9% (controle negativo, i.p),
DMSO 1% (controle do veiculo), diazepam 3 mg/kg (controle positivo, i.p) e diferentes doses
de vitexina (1,25; 2,5 e 5 mg/kg, i.p).

Apo6s 30 minutos da administragdo dos tratamentos, 0s animais receberam 0s

respectivos agentes convulsivantes NMDA (150 mg/kg, i.p), &cido cainico (30 mg/kg, i.p),
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picrotoxina (6 mg/kg, i.p) e PTZ (90 mg/Kkg, i.p), separadamente. Apds a administracdo do
agente convulsivante os animais foram filmados por 40 minutos na presenga do convulsivante
NMDA e picrotoxina, 120 minutos no ensaio com &cido cainico e 30 minutos ap6s utilizagdo
de PTZ.

Todos os animais foram observados quanto a ocorréncia de crises, laténcia para a
primeira crise e desempenho convulsivante por meio do indice de Racine (1972) modificado
por Pinel & Rovner (1978) (Tabela 3) em comparagdo com o0s grupos controles.

Tabela 3 - Indice de desempenho convulsivante ( Racine modificado por Pinel & Rovner)

Nenhuma atividade de crise;
Movimentos orofaciais;
Mioclonia da cabeca;
Mioclonia da pata traseira;
Elevacéo;

Elevacdo e queda;

Mioclonia da cabeca e orelhas, movimentos clonicos, eventos sequenciais de
elevacao e queda;
Rotacdes, saltos violentos e vocalizagao;

o N o o A W N P O

Todos os comportamentos da classe 7 seguidos por periodos de hipertonia;

Fonte: Pinel; Rovner (1978)

3.5 ESTUDO DA ATIVIDADE ANTICONVULSIVANTE EM MODELO CRONICO
3.5.1 Kindling por Inducao Quimica (PTZ)

O kindling foi induzido utilizando-se dose subconvulsivante (i.p) de PTZ (35 mg/kg)
em dias alternados por 29 dias (15 inje¢des). Salina 0,9%, diazepam (1mg/Kg), DMSO 1% e
vitexina foram administrados (i.p), de acordo com seus respectivos grupos, 30 minutos antes de
cada injecdo de PTZ (Figura 9). Os ratos foram observados por 30 minutos apos a injecédo de
PTZ e os scores de crises foram registrados de acordo com o indice de Racine (1972)
modificado por Pinel & Rovner (1978) (Tabela 3) em comparagdo com os grupos controles. A

dose de vitexina (2,5 mg/kg, i.p) foi escolhida com base nos modelos agudos com PTZ.
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Figura 9 - Protocolo experimental de kindling quimico por PTZ
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3.6 AVALIACAO DA ATIVIDADE LOCOMOTORA E ESTADO DE SEDAGCAO/VIGILIA
EM MODELO CRONICO

3.6.1 Teste da Barra Giratoria (Rotarod)

Para o teste da barra giratoria foi utilizado o aparelho Acceler Rota-Rod, Jones &
Roberts, for rats 7750; Ugo Basile, Comerio, Italy com cilindro de 3 cm de diametro. No modelo
para ratos, sdo quatro divisdes possibilitando assim o estudo simultaneo de 4 animais (Figura

10).

Figura 10 - lustracdo do aparelho rotarod utilizado em ratos
!

Fonte: Autora

Os animais, ap6s 24 horas da finalizacdo do kindling (dia 30, figura 9), foram
submetidos a trés sessdes treino, na barra giratéria, de 60 segundos cada (12 rpm). Somente
aqueles que permaneceram por 1 minuto na barra de rolagem foram selecionados para os testes.
No dia seguinte (dia 31, figura 9), os animais foram separadamente avaliados por um periodo

de 60 segundos cada, observando-se o nimero de quedas.
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3.7 AVALIACAO DE PARAMETROS BIOQUIMICOS DE FUNGAO RENAL E
HEPATICA

ApoGs realizar o experimento de rotarod, os animais foram anestesiados com
pentobarbital na dose de 45 mg/kg, i.p, com subsequente coleta de amostra sanguinea, uma
Unica vez, por puncdo intracardiaca. O soro foi obtido por centrifugacdo do sangue em
microtubos sem anticoagulantes, a 250 g por 15 minutos. As analises sanguineas dos animais
foram realizadas no Laboratério de Analises Clinicas do Curso de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade de Ribeirdo Preto, utilizando-se Kits de diagndstico padronizados (Labtest®) para
as avaliacbes dos seguintes parametros bioquimicos: ureia, creatinina, aspartato
aminotransferse- (AST ou TGO) e alanina aminotransferase (ALT ou TGP), em comparagéo

com grupos controles e experimentais.

3.8 ELETROFISIOLOGIA (VOLTAGE-CLAMP)

Os ensaios de eletrofisiologia foram realizados por meio da técnica de voltage-clamp
com dois eletrodos e o6citos da espécie Xenopus laevis (Figura 11). Tais experimentos foram
realizados em colaboracdo com o Laboratoério de Toxicologia da Katholieke Universiteit Leuven
(KU Leuven — Bélgica) pela aluna Erica Aparecida Gelfuso Rossete sob supervisdo do Prof.

Dr. Jan Tytgat.

Figura 11- Foto da espécie Xenopus laevis e colecdo de odcitos

Fonte: Gelfuso (2017)

Os oocitos foram obtidos apds cirurgia de ovariectomia parcial nas rds com posterior
injecdo de cRNA correspondente a isoforma do canal ibnico. Na Tabela 4, estdo apresentadas
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as isoformas dos canais de sodio ou potassio estudados, assim como o volume injetado de cRNA
(faixa de concentracdo de 300-500ng/ul) e o tempo necessario para a expressao proteica.

Apos a injecdo de cada cRNA de escolha, os o6citos foram incubados em solucédo ND-
96 contendo: 5,61 g de NaCl, 0,149 g de KClI, 0,265 g de CaCl..2H20, 0,203 g de MgCl».6H20
e 1,191 g de HEPES para 1L de 4gua Milli-Q (pH 7,5 ajustado com NaOH), suplementada com
50 mg/L de sulfato de gentamicina.

Para os ensaios, inicialmente foi utilizada a concentragao final de 10 uM de vitexina
previamente diluida em ND-96. Essa concentracdo foi adicionada na camara contendo o o4cito
e imediatamente homogeneizada. Os protocolos de pulsos de voltagem utilizados para os

registros das correntes variaram de acordo com o canal e suas respectivas isoformas analisadas.

Tabela 4 - Canais estudados por meio de voltage-clamp

Isoforma do canal cRNA (300-500ng/ul) Tempo para expressao
Nay 1.3 30 nl 2 — 3 dias
Nay 1.6 20 nl 2 — 3 dias
Kv1l.1 20 nl 1 dia
Kv 1.2 20 nl 1 dia
Kv1.4 20 nl 1 dia

Fonte: Adaptado de Gelfuso (2017)

Com relacdo aos dados, estes foram obtidos através de um amplificador GeneClamp
500 (Axon Instruments®, USA) conectado a um computador munido com sistema Windows
XP (Microsoft®, USA) e softwares Camplex 10.4 (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EUA),
Excel 2010 (Microsoft Corp., Redmond, WA, EUA, 2010) e OriginPro 9.0 (OriginLab Corp.,
Northampton, MA, EUA, 2012).

3.9 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram analisados e expressos em tabelas e graficos produzidos por meio do
programa GraphPad Prism (GraphPad Software Corporation, versdo 7.0). Para comparacéo
estatistica dos resultados obtidos entre os diferentes grupos de tratamento e 0s respectivos
controles, foi empregada a analise de variancia ANOVA, seguido do pos-teste de Newman-
Keuls (p<0,05).
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4 RESULTADOS

4.1 ESTUDO COMPORTAMENTAL PARA AVALIACAO DO POTENCIAL EFEITO
ANSIOLITICO DE VITEXINA

O gréfico 1 ilustra os resultados da medida de TBA, %TBA, e TBF diante da
administracdo de salina 0,9%, DMSO 1%, diazepam 2 mg/kg e diferentes doses de vitexina
(0,75; 1,25 e 2,5 mg/kg) em LCE.

Na analise dos resultados em LCE, o DZP na dose de 2mg/kg (controle positivo) foi
efetivo no aumento do tempo gasto nos bracos abertos (222,83+26 segundos). A efetividade do
controle positivo valida o procedimento experimental e descarta a possibilidade de erros na
execugdo do procedimento. De maneira oposta, animais do grupo controle negativo
representado por solucdo salina 0,9% apresentaram tendéncia de ndo permanecer no brago
aberto (14,5+15,14 segundos), local que representa situacao de perigo sendo, portanto, evitado
em situacOes de ansiedade.

A andlise de TBA, TBF e %TBA observada no grafico 1 demonstrou que 0s
tratamentos com vitexina nas doses de 0,75, 1,25 e 2,5 mg/kg aumentaram significativamente
(p<0,05) o TBA (68,33+28,31, 77,6+25,38 e 83,33+39,15 segundos respectivamente) em
comparagdo ao controle negativo, mas nao produziram efeito estatisticamente significativo
quando comparados ao controle positivo.

A %TBA (Gréfico 1B) demonstrou que o tratamento com DZP proporcionou
preferéncia pelo braco aberto, pois 0s animais gastaram aproximadamente 84,2+9,24% do
tempo nesse ambiente. Para os tratamentos com vitexina os valores de %TBA foram
24,15+9,69, 27,10+8,8 e 24,5+8,73 (%) para as doses de 0,75, 1,25 e 2,5 mg/kg respetivamente
e para 0s animais que receberam solucao salina a % TBA foi de 5,18+5,37 (%).

Os resultados do tratamento com as diferentes doses de vitexina indicaram aumento
significativo (F (5.60) = 103.9, p<0.0001) no tempo de permanéncia nos bragos abertos em
relacdo ao grupo controle negativo utilizado. Dessa maneira, foi possivel observar o
prolongamento da exposi¢do ao risco com reducdo dos efeitos aversivos provocados pelos
bracos abertos do LCE.

Os animais submetidos ao tratamento com salina 0,9 % (controle negativo), DMSO
1% (controle do veiculo), diazepam (controle positivo) e diferentes doses de vitexina (0,75;

1,25 e 2,5 mg/kg) no teste de campo aberto sdo mostrados no gréafico 2.
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Graéfico 1 - Efeito do tratamento de diferentes doses de vitexina na anélise de TBA e TBF (A) e
%TBA (B) em LCE. * valores com diferenca estatistica comparados ao grupo TBA salina do
experimento (CN) (p < 0,05).

A)
400 1
Bl Bracos abertos
Bracos fechados
—~ 300 T T
> *
@ L ] [
o 200 M
o
€
[0} - *
" 100 T i i i
O'il E| T T T T
CN CcVv 2 0,75 1,25 2,5
DzP Vitexina mg/kg
(mg/kg)
B) 1007 -
T
80 =
g 60 =
< *
@ 40 - *
[ *
T T T
20 =
0 T T T T T T
CN cVv 2 0,75 1,25 2,5
DZP Vitexina
(mg/kg) (mg/kg)

Na andlise do tempo gasto em regiBes centrais (grafico 2A), é possivel observar que
animais tratados com DZP gastaram significativamente mais tempo nessa localizacdo
(24,66£1,03 segundos) em comparacao ao grupo que recebeu soluc¢éo salina 0,9% (10,33+1,75
segundos). Do mesmo modo, vitexina aumentou significativamente a preferéncia dos animais
na regido central quando comparada ao controle negativo (13,66+1,63, 14,33+1,36 e
13,16+1,16 segundos para as doses de 0,75, 1,25 e 2,5 mg/kg respectivamente) (F (5.30) =
76.82, p<0.0001).

O gréafico 2B mostra a quantidade de cruzamentos dos animais ao serem expostos no
aparato por 5 minutos. E possivel observar que todas as doses de vitexina aumentaram

significativamente (F (5.26) = 45.33, p<0.0001) o numero de cruzamentos entre os quadrantes
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(25,5+4,08, 32,2+8,61 e 36+5,56 segundos para as doses em ordem crescente) quando
comparados ao controle negativo (12,2+3,34 segundos).

O grafico 2C mostra os comportamentos de rearing e grooming observados nos animais
submetidos ao teste de campo aberto. Nota-se que em relacdo a exploracéo vertical (rearing),
0s animais tratados com diazepam apresentaram 16,6+2,96 de rearing e vitexina 14,8+1,92,
16,2+3,7 € 19,33£2,06 para as doses de 0,75;1,25 e 2,5 mg/kg respectivamente (F (5.27) =67.49
p<0.0001). Esses resultados mostram o aumento desse comportamento nos animais tratados
com o flavonoide, o que nédo foi observado no tratamento com solucéo salina 0,9% (2,16+0,75
segundos). No comportamento de grooming, percebe-se que DZP e vitexina nas doses de 0,75
e 1,25 mg/Kg (2,5+1,64; 3,16+2,13 e 3,5+1,87) ((F (5.27) = 40.02 p<0.0001) desempenharam
menor quantidade de autolimpeza quando comparados a solugédo salina 0,9% (7,5+1,64) e

vitexina na maior dose (7,33£1,03), sendo esses ultimos similares estatisticamente.

Grafico 2 - Teste de campo aberto. (A) Tempo gasto no centro, (B) Nimero de cruzamentos e (C)
rearing e grooming. * p < 0,05 valores com diferenca estatistica comparados ao grupo salina do
experimento (CN).

A) 307 B) 80 1
*
*
— » 601
o 201 e
0 [ =
- * * . ] * *
2 . 5 T 54 T
€ N *
o 10 2 T
= O 204
i
0- T T T 0- T T T
CN cv 2 0,75 1,25 2,5 CN cv 2 0,75 1,25 2,5
DzZP Vitexina DzZP Vitexina mg/Kg
(mg/Kg)  (mg/Kg) (mg/Kg)
C) 251
*
Il cN
204 I
I L cv
154 I 111 pDzP 2mglkg

Vitexina 0,75 mg

109

[
l—*l - Vitexina 2,5 mg
°7 |
e i
0- T

T

Vitexina 1,25 mg

Rearing Grooming

O teste de transicdo da caixa claro-escuro (Grafico 3A) revelou que animais tratados com
salina 0,9% ficaram 48,8+11,4 segundos no compartimento claro da caixa e 0s animais que

receberam administracdo de DZP (2mg/kg) permaneceram 146+22,4 segundos. Os tratamentos
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com vitexina 1,25; 2,5 e 5 mg/kg resultaram na permanéncia dos animais no compartimento
claro em 116,2+86; 108+57,8 e 56,3+61,2 segundos, respectivamente (F (5.50) = 26.87,
p<0.0001). Todas as doses aumentaram o tempo de permanéncia do animal no compartimento
claro, mas citam-se as doses de 1,25 e 2,5 mg/Kg por serem mais expressivas quanto ao aumento
do tempo de permanéncia, quando comparadas ao controle negativo (solugéo salina).

Na avaliagéo de transigéo entre os compartimentos os animais tratados com solugéo salina
mostraram cruzamento de 2,8 = 2,06 e 0s que receberam DZP tiveram transi¢do de 16,4+1,86.
A vitexina quanto a esse parametro apresentou nimero de passagens de 8,2+3,5; 7,2+4,08;
3,25+2,4 para as doses de 1,25, 2,5 e 5,0 mg/kg respectivamente (F (5. 28) = 21.33, p<0.0001)
(Grafico 3 B) indicando que esse composto aumenta a locomog¢do dos animais, quando
comparado ao controle negativo.

Os resultados dos testes anteriormente citados, revelaram que, ao menos nas doses
utilizadas, a vitexina apresenta atividade ansiolitica em animais expostos a situacdes

ansiogénicas.

Gréfico 3 - Teste claro escuro. (A) Tempo de permanéncia nos bracos claros e escuros e (B) nimero
de cruzamentos. *p< 0,05 valores com diferenca estatistica comparados ao grupo salina do
experimento na permanéncia do ambiente claro (A) e #p< 0,05 valores com diferenca estatistica

comparados ao grupo salina do experimento (B).
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4.2 ESTUDO DA ATIVIDADE ANTICONVULSIVANTE EM MODELO AGUDO DE
CONVULSAO

Os resultados obtidos quanto a protecdo contra convulsdes induzidas por &cido cainico
(30 mg/kg, i.p.), NMDA (90mg/kg), picrotoxina e PTZ nos bioensaios com vitexina sao
apresentados no grafico 4. E possivel observar que no grupo controle (salina) ndo houve
protecdo contra crise convulsiva, enquanto que no grupo controle (diazepam) a protecéo foi de
100%.

Os animais que receberam as doses de vitexina e seguidamente acido cainicoe NMDA
(separadamente), ndo evidenciaram protecéo contra crises convulsivas em nenhuma das doses
utilizadas (Grafico 4 A e B). Por outro lado, os resultados dos grupos que foram avaliados diante
da presenca de picrotoxina e PTZ evidenciaram que o flavonoide em estudo confere protecédo
efetiva contra crises convulsivas score 8 em todas as doses utilizadas (Grafico 4 C e D).

No tratamento com vitexina e presenca do convulsivante picrotoxina houve protecao
de 16,66% para a menor dose utilizada (1,25 mg/kg) e 50% para a dose de 2,5 mg/Kg. A maior
dose administrada de vitexina (5 mg/kg) protegeu 100% dos animais contra as crises tonico-
clénicas, sem diferenca estatistica, comparada ao grupo tratado com diazepam (Grafico 4 C).

No tratamento com vitexina e administracdo de PTZ é possivel observar que vitexina
na dose de 1,25 mg/kg proporcionou protecdo de 16,66% e a administracdo de vitexina 2,5
mg/kg protegeu 33,33% dos animais. A dose de 5 mg/kg conferiu protecdo de 100% dos
animais, representando este um resultado relevante, uma vez que se aproxima do resultado do
farmaco utilizado comercialmente (diazepam), que também evidenciou protecéo de 100% dos
animais (Grafico 4 D).

Quando se analisou o periodo de laténcia para inicio das crises ténico-clonicas em

animais que receberam acido cainico e NMDA como agentes convulsivantes, constatou-se que
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com o tratamento com vitexina em todas as doses, ndo produziu diferenca significativa do inicio
para crise convulsiva quando comparados ao controle salina (Tabela 5).

Com relagdo a laténcia para o inicio das crises induzidas por PTZ e picrotoxina,
constatou-se que houve um aumento significativo no tempo de laténcia ap6s administracdo das
doses nos dois convulsivantes utilizados (Tabela 5). Destaca-se o resultado observado no
tratamento com vitexina 5 mg/kg que, como o DZP, protegeu todos 0s animais contra crise

convulsiva.

Gréfico 4 - Porcentagem de animais protegidos contra crises convulsivas ténico-clénicas
desencadeadas pelo convulsivante &cido cainico (A), NMDA (B), picrotoxina (C) e PTZ (D). * valores
sem diferenca estatisticamente significativos.
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Tabela 5 - Tempo de Laténcia para inicio das crises de classe 8 em modelo agudo. *p<0,05
valores estatisticamente significativos comparados entre as doses. #p<0,05 valores estatisticamente
significativos comparados com o controle salina do experimento (CN).

Laténcia para o inicio da crise em segundos
Convulsivante o . .
CN cV DzP Vitexina Vitexina Vitexina
(2mg/kg) | (1,25mg/kg) (2,5 mg/kg) (5 mg/kg)
NMDA
4409,50 + 92,48 | 4326,30 + 43,49 - 4403,83+98,63 | 4514,50+63,59 | 4548,50 + 70,52
(150 mg/kg)
Acido Cainico -
4491,33+ 77,88 | 4546,33 + 77,52 4693,0£74,59 | 4404,83+116,83 | 4468,72 124,72
(30 mg/Kg)
PTZ “#
77,4 £ 14,63 78,00 + 7,38 - 53,66 + 9,07* 141,2 + 29,08*#
(90mg/Kg)
Picrotoxina . i
1101,0 £ 47,29 | 1103,66 + 47,99 7458 + 6535%# | 1396,6 + 43,14*#
(6 mg/Kg)

CN = Controle Negativo; CV = Controle do veiculo; DZP = Diazepam; - sem crise

Diante do exposto, os resultados sugerem que o tratamento com vitexina, nas doses
utilizadas, ndo € eficaz na presenca de convulsivantes agonistas conhecidos da
neurotransmissao excitatoria glutamatérgica (NMDA e é&cido cainico), contudo, perante
convulsivantes que antagonizem a neurotransmissao inibitéria mediada por GABA (PTZ e
Picrotoxina), o tratamento com vitexina se mostrou significativamente eficiente e de forma

claramente dependente da dose.

4.3 BIOENSAIOS EM MODELO CRONICO DE EPILEPSIA

4.3.1 Kindling por Inducdo Quimica

O tratamento repetido com PTZ em dose subconvulsivante (35 mg/kg, i.p.) em dias
alternados (29 dias, 15 inje¢des) induziu kindling quimico com sucesso. Os animais tratados
com diazepam (1 mg/kg, i.p) exibiram uma reducao significativa na incidéncia de crises como
também a gravidade das convulsdes. O pré tratamento com vitexina (2,5 mg/kg) reduziu tanto
a incidéncia como a gravidade de convulsbes durante os repetidos tratamentos com PTZ. Além
todos os animais mostraram reducdo da severidade das crises, em comparacao ao grupo salina
(Gréfico 5).
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Gréfico 5 - Efeito do pré-tratamento com vitexina no desenvolvimento de crise induzida
por PTZ em modelo crénico (Kindling). *p < 0.05, **p < 0.01, e ***p <0.001 em comparacao

com o grupo controle salina+PTZ
.
Salina + PTZ

CV +PTZ
Vitexin 2,5 mg/Kg + PTZ

Diazepam + PTZ % I
*%

P amoe

Média kindling score
D
L
.H

A laténcia da crise convulsiva (indicador de limiar para ictogénese) foi determinada
através do tempo entre a injecdo de PTZ e a ocorréncia da primeira crise convulsiva (score 8)
no ultimo dia de estimulacdo. Diante dos resultados, verificou-se que 0s animais que receberam
solucdo salinam 0,9% durante todos os dias de tratamento mostram tempo médio para o inicio
da primeira crise de 190,2 + 52,36 segundos, enquanto que 0S grupos que receberam

administracao de diazepam e vitexina (separadamente) ndo manifestaram crise de classe 8.

4.3.2 Avaliacdo do desempenho locomotor em modelo crénico

Um dia apos a ultima administracdo dos respectivos tratamentos, os animais foram
treinados e, no dia seguinte, observados quanto a seu desempenho locomotor no rotarod. A
investigacdo pode ser observada no grafico 6 e observa-se que 0s animais tratados com
diazepam apresentaram numero superior de quedas no rotatod (3,4 £ 0,63), enquanto 0s animais
apenas com administracdo de salina apresentaram média de 0,57 + 0,53. Os resultados
mostraram que vitexina na dose de 2,5 mg/kg, ndo altera a atividade motora e o estado de alerta
dos animais (1,2 £ 0,44), se assemelhando estaticamente aos animais que receberam solugéo

salina durante todo o tratamento cronico.
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Gréfico 6 - Teste de rotarod em modelo crénico. * p<0,05 diferem estatisticamente.
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5.3.3 Avaliacdo dos parametros bioquimicos

Os niveis plasmaticos de ureia, creatinina, AST e ALT podem ser observados no
grafico 7. Conforme se verifica, o tratamento cronico com vitexina ndo provocou alteracoes
estatisticamente significativas em nenhum dos parametros avaliados em compara¢do com o
grupo controle negativo.

Gréfico 7 - Pardmetros bioguimicos de ratos tratados em modelo crénico com vitexina
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4.4 ELETROFISIOLOGIA (VOLTAGE-CLAMP)

Inicialmente, o potencial efeito citotoxico de vitexina foi investigado em o0citos
desprovidos da expressdo para qualquer canal i6nico em estudo (o6citos nus) na presenca ou
auséncia do flavonoide na concentragdo de 10 uM. Como observado no grafico 8, nenhum

efeito citotoxico relevante foi apresentado para vitexina, ao menos na concentracédo avaliada.

Grafico 8 - Ensaio de citotoxicidade em o0citos nus para o flavonoide vitexina

—e— Controle

—*= Vitexina 10uM

Voltagem (mV)
Os dados obtidos para o vitexina na concentragdo de 10 uM evidenciaram que ndo
houve modulagcbes importantes na ativacdo e/ou inativacdo das seguintes isoformas de canais
de potéssio estudadas kv 1.1 (Gréfico 9 A), kv 1.2 (Gréfico 9 B) e isoforma kv 4.2 (Gréfico 9 C)

e para as isoformas de canais de sodio Nav 1.3 (Grafico 10 A) e Nav 1.6 (Gréafico 10 B).
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Gréfico 9 - Estudo da interacdo vitexina com as diferentes isoformas de canais de K+ estudadas. A :
isoforma ky 1.1, B: isoforoma k, 1.2 e C: isoforma ky 4.2

Tracejados na cor preta sdo resultados de registros sem a adigdo vitexina e tracejados na cor vermelha séo registros
apo6s a adi¢ao do flavonoide (10 pm). a) Isoforma ky 1.1; b) Isoforma ky 1.2; ¢) Isoforma ky 1.4.

Grafico 10 - Estudo da interacao de vitexina com as diferentes isoformas de canais de Na+
estudadas. A: isoforma Nav 1.3 e B: Nav 1.6

I

Tracejados na cor preta sdo resultados de registros sem a adi¢do do flavonoide e tracejados na cor vermelha sdo
registros apos a adicéo do flavonoide. a) Isoforma Nav 1.3; b) Isoforma Nav 1.6.
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5 DISCUSSAO

Os modelos animais representam uma ferramenta fundamental na analise de
psicopatologias de origem genética, ambiental ou farmacoldgica, pois podem manifestar
sintomas homdlogos aqueles de pacientes com um distarbio especifico (SHEKHAR ET AL.,
2001; KUMAR; BHAT; KUMAR, 2013).

Modelos animais de ansiedade sdo classificados pela utilizacdo de resposta
condicionada ou também como aqueles que empregam estimulos interoceptivos/exteroceptivos
(DIVEKAR, et al.,, 2011; KUMAR; BHAT; KUMAR, 2013). O primeiro grupo envolve
respostas a eventos estressantes que muitas vezes causam sofrimento ao animal, e o segundo,
inclui paradigmas etologicos ou reacdes a estimulos de estresse que ndo promovem dor ou
desconforto durante a investigacdo (BOURIN et al., 2007).

De acordo com Bourin (2007), os modelos LCE, campo aberto e caixa de transicao
claro-escuro sdo categorizados entre aqueles que apresentam resposta incondicionada. Por
conseguinte, essas exploracdes ndo demandam manuseio de técnicas que causem sofrimento
expressivo nos animais.

O LCE € um modelo animal que representa um importante instrumento para investigacao
das bases psicologicas e neuroguimicas de ansiedade, essencialmente para rastrear drogas que
modulam esse transtorno (BOURIN, 2015). Originalmente, foi introduzido por Montgomery
(1955), no formato de Y, com o objetivo de avaliar a capacidade de exploracdo e medo dos
animais. A posteriori Handley e Mithani (1984) desenvolveram o atual modelo (formato de
cruz) sendo este validado comportamental, fisiolégica e farmacologicamente para ratos
(PELLOW, et al. 1985) e para camundongos por Lister (1987).

O LCE utiliza estimulos incondicionados de medo, sendo entdo dispensavel a utilizacdo
de choques elétricos ou privacao de dgua/alimento como estimulo aversivo, o que representa
um teste mais humanizado quando comparado aos testes que utilizam estimulos dolorosos ou
de privacdo. E considerado um teste rapido, simples e de baixo custo (PELLOW et al.,1985),
baseado na aversdo natural de camundongos e ratos a locais abertos e elevados (GRAEFF,
GUIMARAES, 1998). Dessa maneira, 0s animais exploram todo o ambiente, mas tipicamente
permanecem no braco fechado por mais tempo, de modo a se sentirem protegidos (MORATO,
BRANDAO, 1997).

De acordo com os critérios citados acima, considera-se que o aumento no TBA e/ou

%TBA sejam indicadores comportamentais de efeito ansiolitico no LCE (PITTA, 2013). Na
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avaliagéo realizada no LCE, o tratamento com vitexina, em comparagdo com o grupo controle
negativo, provocou maior permanéncia nos bracgos abertos.

O trabalho de Soulimani et al., (1997) avaliou o efeito da mistura de vitexina (0,5
mg/kg), isovitexina (0,5 mg/kg) e maltol (0,4 mg/kg) em camundongos submetidos ao Teste da
Escada (Staircase) e observou-se que nas condicfes citadas, ndo houve indicativo de atividade
ansiolitica. Portanto, os resultados do estudo de Soulimania etal., (1997), quando confrontados
com nossos resultados, evidenciam que a resposta ansiolitica de vitexina estd diretamente
associada ao aumento da dose desse flavonoide.

E perceptivel em nossas avaliacbes que todos os grupos tratados com vitexina
apresentaram melhora no TBA em comparagéo ao controle negativo. Estes grupos em questao
se apresentaram estatisticamente distintos, mostrando que o flavonoide beneficia a percepgéo
ansiolitica do animal diante do ambiente aversivo.

O uso de flavonoides em desordens do SNC esté associado ao fato de serem compostos
com significativa atividade antioxidante, prevenindo de modo consequente o estresse oxidativo,
que representa uma das causas de distdrbios que afetam o SNC. Ademais, sdo capazes de
modular atividades enzimaticas e receptores, sendo, entdo, considerados importantes na
terapéutica por meio de multiplos alvos (GROSSO et al., 2013).

Alguns estudos evidenciam que plantas medicinais com presenca desse flavonoide de
forma majoritaria, sdo comumente citadas por apresentarem significativa atividade ansiolitica,
sendo muitas vezes esse efeito associado a vitexina (MIYASAKA; ATALLAH; SOARES,
2007; LEAL et al., 2016). A indicacdo de vitexina como responsavel pelo efeito ansiolitico em
plantas se deve ao fato de que compostos majoritarios, em sua grande maioria, serem de fato os
responsaveis pela atividade medicinal (ALEIXO, 2014).

Para agregar informacdes ao LCE, outro teste de grande valia foi implementado,
inclusive para a certificacdo dos resultados obtidos. O teste de campo aberto, ou open field, foi
desenvolvido por Hall em 1934, como meio de avalicdo emocional de animais, alcancando
posteriormente o status de um dos principais modelos comportamentais da psicobiologia animal
(WALSH, 1976). Esse teste fornece uma avaliacdo facil e rapida de comportamento, néo
requerendo treinamento prévio do animal (SEIBENHENER, 2015).

O teste de campo aberto baseia-se na teoria de que forcas evolutivas selecionaram uma
resposta comum em animais diante de estimulos especificos como areas grandes, iluminadas,
abertas e desconhecidas (CHOLERIS, et al., 2001). Esse teste foi previamente descrito como
um ensaio para avaliar a atividade locomotora, mas também pode ser empregado para mensurar

a ansiedade. O tempo de exploracdo em regides centrais € medida seletiva de ansiedade e dessa
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maneira, roedores quando ansiosos ficam por mais tempo perto das paredes e animais nao
ansiosos exploram por mais tempo as regides centrais (CARTER; SHIEH, 2015).

Em nossas avaliagOes, vitexina ndo apresentou resultados estatisticamente semelhantes
ao controle positivo utilizado, contudo, aumentou a preferéncia dos animais na regido central
quando comparado ao controle negativo (solugdo salina 0,9%). Esses resultados sustentam o
que foi observado no LCE, indicando que vitexina apresenta atividade ansiolitica ao reduzir a
apreensd@o de animais diante de ambientes estressantes.

Entre outras observacdes possiveis no campo aberto, é de grande relevancia realizar a
verificacdo quanto ao comportamento de autolimpeza (grooming) e exploracdo vertical
(rearing). O grooming é uma resposta ao deslocamento do animal para um ambiente novo e sua
observacdo visa compreender a relacdo estresse-ansiedade. Esse comportamento inato dos
animais pode ocorrer como naturalmente ou a partir de estimulos biologicos significantes. Sua
principal finalidade etologica € o cuidado com a superficie corporal (RIBEIRO, 2016).

De acordo com Kalueff et al. (2016) esse comportamento € demasiadamente sensivel
a diferentes tipos de manipulacdes (genéticas, ambientais e farmacologicas) e usualmente é
relatado em pesquisas por se assemelhar ao comportamento de autolimpeza dos seres humanos.

Como pode ser observado na figura 12 o grooming tem uma estrutura sequenciada
definida que consiste em movimentos estereotipados. A primeira fase € caracterizada por
movimentos simétricos em forma de elipse ao redor do nariz. As patas direita e esquerda
realizam movimentos maiores ou menores de forma alternada. Na fase 2 ocorrem movimentos
unilaterais, com a pata, que avancam até a regido das vibrissas mistaciais, localizadas abaixo
dos olhos. A fase 3 é caracterizada por movimentos em série, amplos e bilaterais que ocorrem
concomitantemente com duas patas friccionando a parte superior da cabeca. O movimento se
inicia em direcdo ao pescoco e ascende de uma forma que passa por cima das orelhas em direcéo
ao rosto do animal. Ao final, na fase 4 ocorrem os movimentos prolongados de lambidas do
corpo (BERRIDGE et a., 2005; VELOSO, 2012).

Figura 12 - Movimentos padrBes presentes no grooming
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Fonte: Adaptado de Berridge et al. (2005)
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Os animais tratados com vitexina (0,75 e 1,25 mg/kg) e expostos ao aparato
apresentaram reducdo na frequéncia de grooming. De acordo Estanislau et al. (2013) e Diaz-
Morén et al., 2014, a pratica de autolimpeza é considerada um marcador emocional e sua
repeticdo é indicativo de aumento da ansiedade assim como a diminuigdo sugere reducao desse
elemento emocional.

Para além da avaliacdo do grooming e tempo no centro, a resposta comportamental do
rato é caracterizada tipicamente por exploracdo vertical. O comportamento de rearing é
caracterizado pelo posicionamento vertical do animal, que levanta a cabeca e patas dianteiras,
apoiando-se sobre as patas traseiras ndo necessariamente andando pelo ambiente. Em suma, a
expressdo do rearing esta ligado ao ato exploratorio inerente a novidade de exposi¢do ao campo
aberto e é influenciado por aspectos como ansiedade e medo (FIGUEREDO, 2010;
SEIBENHENER; WOOTEN, 2015).

Ap0s a administracdo de um farmaco, o aumento do nimero de rearing, associado a
outros parametros, pode indicar a possibilidade de efeito ansiolitico do mesmo. Em
contrapartida, a diminuicdo deste comportamento pode indicar resultado oposto ao efeito
ansiolitico e ainda englobar aspectos sedativos (MEDEIRQOS, 2015).

Ao se analisarem os dados do campo aberto, tendo em vista o parametro acima citado,
a implicacdo observada no tratamento com vitexina indica aumento na frequéncia rearing, com
sugestdo de atividade ansiolitica. Além disso, no teste de campo aberto, pode-se também avaliar
a possibilidade de sedacdo do animal provocada pelo tratamento, ao se analisar a locomocéo do
animal na periferia do aparato. Esse teste avalia a locomocéo espontanea dos animais e de
acordo com os resultados, a vitexina, em todas as doses utilizadas, ndo causa prejuizos
locomotores nos animais.

Avaliar a ansiedade em modelos de roedores é fundamental, porém, complexo. Dessa
maneira, é indispensavel utilizar varios testes e medidas para assim fortalecer a avaliacdo dos
resultados (BOUWKNECHT; PAYLOR, 2008).

Nesse intuito, o procedimento experimental denominado teste de transicdo claro-
escuro foi utilizado para avaliar a tendéncia exploratoria natural dos roedores e a propensédo a
evitar um local ndo familiar. Esse teste foi desenvolvido em ratos por Crawley e Goodwin
(1980), que observaram que drogas ansioliticas aumentavam o nimero de cruzamentos entre
compartimentos e, dessa maneira, um aumento na transicdo entre o ambiente claro e escuro é
considerado reflexo de atividade ansiolitica de uma droga em teste (BOURIN; HASCOET,

2003). Estudos posteriores revelaram que o tempo de permanéncia no compartimento
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iluminado também reflete 0 comportamento de ansiedade, uma vez que a esquiva de ambientes
claros € um comportamento inato do animal (CHAOULOFF; DURAND; MORMEDE, 1997;
BOURIN; HASCOET, 2003; ARRANT; SCHRAMM-SAPYTA; KUHN, 2013).

Os efeitos tranquilizantes de plantas consagradas por apresentarem essa acéo, muitas
vezes é proveniente do sinergismo de flavonoides com outros metabélitos secundarios. A
exemplo disso, cita-se a acdo depressora do SNC de Passiflora edulis causada pela agéo
combinada de flavonoides e alcaloides de suas partes aéreas (SILVA, 2015).

Na caixa claro escuro, houve aumento na quantidade de transicdes entre 0s
compartimentos para 0s grupos que receberam vitexina como tratamento. O numero total de
transicBes € um indice de atividade locomotora e assim podemos inferir que vitexina, nessa
avaliacdo ndo causa comprometimento locomotor/sedacao.

As varias abordagens investigativas da atividade anticonvulsivante de um composto
incluem principalmente o uso de modelos animais, uma vez que estes oferecem medidas
objetivas de manifestacGes clinicas. Os compostos responsaveis pela inducdo quimica
utilizados nesse trabalho ndo se referem a modelos animais de epilepsia, contudo sao
amplamente utilizados como modelos de crises epilépticas aguda e representam rapida triagem
da acdo anticonvulsivante dos compostos (KANDRATAVICIUS et al., 2014).

O glutamato € um importante neurotransmissor e tem ampla distribuicdo no SNC
juntamente com seus receptores. O sistema glutamatérgico (metabolismo, mecanismos de
liberacdo, receptores e transportadores) tem papel evidente em multiplos aspectos do
desenvolvimento e funcionamento normal do cérebro, conectando-se muitas vezes com a
presenca de disturbios neuroldgicos, como a epilepsia (MARMIROLI; CAVALETTI, 2012).

O glutamato é o principal neurotransmissor excitatorio do SNC e ao ser liberado na
fenda sinaptica ativa os receptores ionotrépicos NMDA, AMPA e KA, gue agregam no mesmo
complexo proteico transmembranar, o sitio de ligacdo para glutamato e o canal idnico. Essa
neurotransmissao influencia pontualmente no fluxo de ions e, de modo consequente, o estado
eletroquimico da membrana pos-sinaptica (RUGGIERO et al., 2011). Nessa perspectiva,
compostos agonistas de receptores ionotropicos de glutamato sdo potentes pro convulsivantes
e usualmente sdo empregados em modelos experimentais de crises epilépticas (LASON;
CHLEBICKA; REJDAK, 2013; SILVA, 2013).

Entre os convulsivantes utilizados, 0 NMDA é um agonista exdgeno dos receptores
glutamatérgicos do tipo NMDA que tem a capacidade de deixar permear em célula pos-
sinaptica fons de Na* e 0 Ca*?, levando a superestimulagio dos neurdnios. Esse composto

sintético € capaz de produzir efeitos similares ao L-glutamato e L-aspartato, porém, com maior
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poténcia quanto a despolarizacdo de neurdnios (LEONARD, 1991). A ativacdo dos receptores
NMDA produz uma corrente de ascensédo e decaimento lentos e, deste modo, acarreta um
potencial excitatorio pos-sinaptico mais prolongado (G1BB, 2004).

O é4cido cainico é um anélogo ciclico do glutamato e agonista dos receptores
glutamatérgicos. Foi obtido pela primeira vez em 1953 através do isolamento feito em algas
vermelhas da espécie Diginea simplex, contudo, s6 em 1979 a propriedade excitatoria foi
atribuida a esse composto (COUTINHO et al., 2014). Os receptores do &cido cainico (KA) sdo
menos abundantes que os receptores NMDA e AMPA, contudo, sdo amplamente distribuidos,
sugerindo que estejam presentes na maioria das células neuronais (SILVA, 2013). Essas
macromoléculas sdo principalmente permeaveis aos ions Na* e K* e, em menor propor¢éo, ao
Ca?*. O fluxo intracelular de Ca?* é significante na plasticidade sinaptica e nos efeitos toxicos
e pro-convulsivantes do cainato (VINCENT; MULLE, 2009). De forma concomitante, a
neurotoxicidade também se relaciona com a inibicdo pré-sinaptica da liberacdo de GABA, visto
que o cainato reduz potenciais sinapticos inibitorios dependentes de GABA na regido
hipocampal CA1 (SILVA, 2013).

Outro ponto que merece atencdo sobre os receptores KA, é sua capacidade de induzir
a liberacdo de glutamato, uma vez que ja foi comprovado que a ativacdo desses receptores
resulta no aumento da concentracdo de ions Ca?* em sinaptossomas hipocampais (LASON:;
CHLEBICKA; REJDAK, 2013; SILVA, 2013). Esses elementos indicam que moduladores
seletivos de receptores KA podem ser alvos potencias na investigacdo de farmacos
antiepilépticos e, dessa maneira, 0s antagonistas desses receptores podem reverter crises em
modelos de crises induzidas quimicamente (SILVA, 2013).

Outras implicacGes no desenvolvimento da epilepsia se associam a alteracfes na
sinalizacdo GABAergica, sendo essa uma hipotese coerente, pois a perturbacdo de um sistema
inibitério reflete diretamente na predominancia excitatéria, especialmente mediadas por
glutamato (KAILA et al., 2014).

A picrotoxina é um agente paroxistico frequentemente utilizado para bloquear a
atividade dos receptores neuronais de GABA e ha duas hipoteses propostas para explicar a sua
acdo (QIAN, 2004). A primeira teoria sugere que a picrotoxina atua como um blogueador nédo
competitivo dos canais de cloreto do receptor GABAA (RHO; DONEVAN; A ROGAWSKI,
1996). Dessa maneira, acredita-se que a acdo ocorra diretamente nos canais idnicos, € ndo nos
sitios de reconhecimento do GABA (OLSEN, 2006). Por outro lado, ha evidéncias de que a
picrotoxina atua como um antagonista ndo competitivo para os receptores GABA (NEWLAND;
CULL-CANDY, 1992).
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O PTZ é um composto largamente utilizado em estudos experimentais na triagem pre-
clinica de substincias com potencial anticonvulsivante. E um antagonista ndo competitivo dos
receptores GABAA, que ao se ligar nesse receptor resulta no bloqueio do canal de ClI~ em
algumas areas do SNC como, complexo amiloide, cortéx pré-frontal e liquido
encéfaloraquidiano (ASADI-SHEKAARI et al., 2014). Ha indicios que sugerem que o PTZ
também atue ao promover alteracfes na permeabilidade da membrana celular a potéssio, por
meio de mecanismos dependentes de voltagem (MADEJA, 1996).

Na avaliacdo da atividade anticonvulsivante por meio do uso de convulsivantes
agonistas da neurotransmissdo excitatdria glutamatérgica (acido cainico e NMDA) néo foi
possivel observar protecdo dos animais contra crises convulsivas. Ademais, 0s animais ndo
apresentaram aumento no tempo de laténcia para inicio da crise.

Em contrapartida, quando foram utilizados convulsivantes que antagonizem a
neurotransmissao inibitoria mediada por GABA (picrotoxina e PTZ), a vitexina apresentou
protecdo contra crise convulsiva diante do aumento da dose. Esses resultados corroboram com
0s obtidos por Abbasi et al. (2012) que utilizaram tratamento com vitexina (50, 100 e 200 uM
intracerebroventricular) e perceberam que esse flavonoide prolongou significativamente a
laténcia para o inicio de crise clénica minima (contracdo mioclonica repentina e involuntaria
de todo corpo) induzida por PTZ. Além disso, a vitexina (100, 200 uM, i.c.v) prolongou
significativamente a laténcia para crise generalizada ténico-clénica (extensdo ténica total de
ambos 0s membros anteriores e posteriores) na presenca de PTZ, quando comparada ao controle
utilizado.

A representacdo de um modelo de interacdo de flavonoides, mais especificamente uma
flavona (como a vitexina), com o sitio benzodiazepinico foi evidenciado por Marder et al.
(2001) (Figura 13). Esse trabalho mostrou a presenca de uma regido com alta densidade
eletronica (ER), adjacente a bolsa lipofilica (L2) que tem capacidade de interagdo com C5’.
Além disso, verificou-se uma regido doadora de pontes de hidrogénio (H) que reflete
diretamente na interagdo com a carbonila da posi¢cdo 4. Juntamente a essas informacdes, esse
modelo designou trés regides de restricdo de volume (S1, S2 e S3) proximas as posi¢des C3’,
C7 e C8, que representam restricdo no tamanho dos substituintes nessas posicdes. Finalmente,
sdo vistas trés bolsas lipofilicas (L1, L2 e L3) que refletem em interacdes com regides
aromaticas do nucleo benzopirano e com substituintes do anel B e, dessa maneira, 0s autores
justificam que essas caracteristicas sejam relevantes para a baixa afinidade pelo sitio

benzodiazepinico.
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Figura 13 - Flavona ajustada ao modelo farmacoforico

H representa um sitio doador de ponte de hidrogénio; S1, S2 e S3 denotam regides de restricoes de volume; L1,
L2 e L3 representam bolsas lipofilicas e ER indica uma regido de alta densidade eletronica.

Fonte: Marder e Paladini (2002)

De forma adicional ao acima exposto, as flavonas, como a vitexina, apresentam um
grupamento hidroxila ligado a C4’ que resulta em efeito negativo sobre a afinidade com o
receptor (MARDER et al., 2001). Ademais, HUEN et al. (2003) relatam que para os flavonoides
apresentarem relevante afinidade, € importante que exista substituicdo por uma hidroxila em
C2’, o que ndo ¢ verificado na estrutura de vitexina. Além desses fatores, esse flavonoide
apresenta uma molécula de glicose na posicdo C8, que, como indicado da figura 13, esta
proxima a uma regido de restricdo de volume no receptor o que, consequentemente, prejudica
a ligacdo com o receptor.

Em concordancia com o referido, Provensi (2007) mostra em seu trabalho que a
vitexina ndo apresenta interacdo com o sitio benzodiazepinico, visto que esse flavonoide nédo
foi capaz de deslocar a ligacéo de [®H]-flunitrazepam em membranas sinaptosomais de cortex
cerebral de ratos, mesmo em concentracdes relevantes. Dessa maneira, 0 efeito
anticonvulsivante de vitexina pode se relacionar a interagdo com outros sitios de GABA que
ndo seja 0 benzodiazepinico ou a potencializacdo da acdo de agentes benzodiazepinicos
endogenos (CAMPBELL; CHEBIB; JOHNSTON, 2004).

A triagem tradicional em modelos animais de epilepsia sugere a utilizacdo de
metodologias de carater crénico para complementar 0 que € observado em experimentacéo
aguda. O modelo de epilepsia de abrasamento (Kindling) utilizando estimulo quimico
subconvulsivante, administrado de forma repetida e intermitente, permite observar o

desenvolvimento da atividade convulsiva generalizada (MCNAMARA, 1984).
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A primeira descri¢do do kindling foi fornecida por Goddard (1967) que, baseado no
experimento realizado por Herberg e Watkins (1966), demonstrou que a estimulacdo elétrica
repetida de éareas limbicas resulta em convulsdes. Uma das escalas da intensidade do
abrasamento animal, baseada no tipo de crise comportamental, foi proposta por Racine (1972)
e posteriormente adaptada por Pinel e Rovner (1978). Esta Ultima escala varia de 0 a 8, onde na
marca 8 o animal apresenta o quadro mais grave de crise (PINEL; ROVNER, 1978).

Alem de métodos elétricos, o abrasamento pode ser realizado quimicamente e envolve
a administracdo sistematica de substancias convulsivantes. O kindling quimico (abrasamento
ou sensibilizacdo) é mais facil e rapido, quando comparado ao kindling elétrico e ndo necessita
de cirurgia cerebral ou implante de eletrodos. Diferentes substancias convulsivas séo utilizadas,
como os antagonistas do receptor GABAA (PTZ, picrotoxina e bicuculina) e NMDA. Dentre
estes modelos, o kindling utilizando PTZ é um modelo amplamente aceito para estudar os
efeitos de novas moléculas antiepilépticas (DHIR, 2012). De acordo com Agarwal et al. (2011),
0 abrasamento por PTZ em animais prejudica a memoria de longo prazo e promove
comprometimento cognitivo e estreita similaridade com a epilepsia clinica.

O termo abrasamento se refere ao processo no qual a atividade epileptiforme é
desencadeada por estimulacéao elétrica ou quimica de estruturas cerebrais (RACINE, 1972). A
sensibilizacao afeta inicialmente poucos circuitos elétricos. Contudo, ocorre ao longo do tempo
0 envolvimento de circuitos adicionais, culminando no desenvolvimento de uma resposta
patoldgica acentuada diante de estimulos recebidos repetidamente. Dessa maneira,
administracdes de doses subconvulsivante de um agente quimico levam, em animais, ao
aumento na atividade convulsivante que resulta em crises generalizadas (GUPTA et al., 2003).

Em relacdo aos mecanismos envolvidos no kindling por PTZ, acredita-se que ocorram
mudanc¢as neuroquimicas e neurofisiolégicas caracterizadas por alteracdes nos sistemas
GABAérgicos, glutamérgicos e sistemas de defesa antioxidante que resultam em significativa
atrofia, perda neuronal seletiva e astrocitose no hipocampo (ERKEC; ARIHAN, 2015).

As observacdes em nosso trabalho mostraram que os ratos tratados apenas PTZ e salina
no modelo de kindling tiveram aumento gradual da intensidade das convulsées em comparacao
com os ratos do grupo controle (diazepam) e o pré tratamento com vitexina inibiu o
abrasamento induzido por PTZ. Desta maneira, a atividade anticonvulsivante de vitexina frente
a substancias que antagonizem a neurotransmissdo inibitéria mediada por GABA (PTZ), tanto
em ensaio agudo como em crénico, sugere que esse flavonoide exerca sua atividade

antiepiléptica devido & modulagéo ne neutotransmissores GABAérgico.
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Por outro lado, evidéncias experimentais mostraram que os flavonoides exercem a
atividade antiepiléptica pela modulacéo do receptor GABAA, uma vez que sao estruturalmente
semelhantes aos benzodiazepinicos (CHOUDHARY; BIJJEM; KALIA, 2011) (Figura 14).

Figura 14 - Estrutura geral dos benzodiazepinicos (A) e flavonoides (B).

Fonte: A- Mizuno et al. (2008) e B-Abdenassar e Belhattab (2011).

A estrutura quimica base dos benzodiazepinicos consiste em um benzénico fundido a
um heterociclico (diazepinico), que apresentam grupamentos substituintes que podem ser
modificados sem a perda da acdo. Para maior atividade dos benzodiazepinicos, alguns detalhes
estruturais sdo importantes como (MIHIC; HARRIS, 2012):

a) presenca de metila ligado ao &tomo de nitrogénio na posicao 1;

b) grupo captor de elétrons (CL, CFs, NO2) na posigdo 7 (efeito eletrénico causado por
atomo ou grupo de atomos ligado a cadeia carbo6nica, que provoca diminuicdo da densidade
eletrbnica em determinada regido da estrutura molecular);

c) grupo fenila 9 (ou grupo fenila com um substituinte eletronegativo, na posicéo
orto) na posicao 5.

Em 1995, Zhang e colaboradores desenvolveram um modelo farmacoférico de
interacdo agonistas/antagonistas com o sitio benzodiazepinico. Essa construcdo englobava
requisitos gerais necessarios para reconhecimento de ligantes, como uma regido com
caracteristica doadora, outra com perfil aceptora, uma bifuncional (doadora/aceptora) de pontes
de hidrogénio e demarcacdo de trés bolsas lipofilicas e trés regides de restricdo de volume
(interacdes estéricas negativas).

Fundamentadas nesse protdtipo, muitas investigacdes abordando flavonoides e sua
relacdo estrutura-atividade foram realizadas. Como resultado, foi identificado que é de grande
relevancia para a ligagdo com o sitio benzodiazepinico que a molécula seja de estrutura planar

ou quase planar. Ademais, a presenca do grupo funcional carbonila em C4 no anel
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benzoflavbnico parece ser uma premissa importante para interacdo de pontes de hidrogénio com
o sitio doador. Em complementagdo, substituicdes em C6 e C3° por grupamentos
eletronegativos e em C2’ por hidroxila, levam a intensificagdo da afinidade pelo receptor
(DEKERMENDJIAN et al., 1999).

De fato, e a semelhanga com os benzodiazepinicos, os flavonoides apresentam anéis
aromaticos que deixam a estrutura mais préxima ao planar, principalmente as flavonas e, de
acordo com Zarghi et al. (2005), essas caracteristicas sao essenciais para potencializacdo da
ligacdo com o receptor, que se intensifica na presenca de um segundo anel aromatico.

Abbasi et al. (2012) associam a agdo anticonvulsivante de vitexina ao complexo
receptor GABAAa-benzodiazepinico, uma vez que o pré-tratamento com flumazenil (antagonista
benzodiazepinico) suprimiu os efeitos anticonvulsivantes dessa flavona. Esse resultado estd em
concordancia com o que foi obtido em nosso trabalho até 0 momento, que pressupde a acdo de
vitexina no receptor GABAérgico.

Outros estudos cientificos evidenciaram o papel antiepilético/anticonvulsivante dos
flavonoides. E estabelecido que a progressio da epileptogénese se correlaciona intimamente
com a producdo excessiva de radicais livres. De acordo com Naziroglu et al. (2013), 0
surgimento de convulsbes induzidas por especies reativas de oxigénio em animais esta
correlacionado com a inibicdo da enzima glutamato descarboxilase pelos radicais livres de
oxigénio, resultando na diminuicao no conteddo do cértex cerebral do neurotransmissor GABA.
Dessa maneira, devido a natureza fendlica desses metabdlitos e sua significativa acéo
antioxidante, ocorre efeito protetor do cérebro diante do estresse oxidativo, sobretudo em
avaliacOes cronicas (DINIZ et al., 2015).

Segundo Prochazkova, Bousova e Wilhelmova (2011) a capacidade dos flavonoides
de prevenir lesdes causadas por radicais livres ocorre por diversos mecanismos, citando-se a
captura direta de espécies reativas de oxigénio, ativacdo de enzimas antioxidantes, atividade
guelante de metais, inibicdo de oxidases, aumento dos niveis de &cido Urico e aumento das
propriedades de antioxidantes de baixo peso molecular.

Investigaces anteriores avaliaram a propriedade antioxidante de vitexina em testes
baseados em reacBes quimica e ensaios celulares. Resultados de Zhang et al. (2014) com
método de acido tiobarbiturico, poder de reducédo do ion ferro (FRAP), eliminacdo de radicais
DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila) entre outros, evidenciaram que vitexina apresenta,
consideravel atividade antioxidante.

Em nivel celular, a vitexina demonstrou efeitos protetores contra o dano oxidativo em

eritrocitos induzido por H2O, que pode ter ocorrido pela subjugacéo direta do radical livre de
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oxigénio e da protecdo da atividade da enzima antioxidante nas células e dos grupamentos
sulfidrila presentes na proteina da membrana eritrocitaria (AN et al., 2015). De acordo com
Praveena et al. (2013), o papel do anel B é dominante no composto quando comparado com 0s
anéis A e C para a atividade antioxidante. Ademais, a presenca de glicosideo na posi¢do C8 do
anel A reduziu a entalpia de dissociacdo de ligagdes influenciando diretamente na capacidade
de doacdo de hidrogénio do anel B e, assim, resultando no comportamento antioxidante de
vitexina (PRAVEENA et al., 2013).

De acordo com o estudo cinético de Pannala et a. (2001), ha caracteristicas estruturais
importantes que elevam a atividade anticonvulsivante de vitexina (Figura 15). A posi¢do do
grupo hidroxila no anel B tem papel importante na presenca da atividade antioxidante. Assim,
a posicéo para (Cs’) favorece essa acdo, sendo que sera reduzida ou ausente quando o grupo
hidroxila estiver em posi¢des orto e meta. Além disso, a presenca de dupla ligacdo C»-Cs,
conjugada ao grupo 4-oxo (Cs), no anel C (como observado nessa flavona) é essencial a
atividade antioxidante e grupos hidroxila nas posi¢des 5 e 7 do anel A sdo de menor importancia
(PRAVEENA et al., 2013).

Considerando que a neurotoxicidade observada durante as crises epilépticas pode ser
associada ao estresse oxidativo, esses resultados sugerem que o pré-tratamento com vitexina
pode produzir um aumento na atividade antioxidante das enzimas antioxidantes investigadas,
bem como reduzir a formacéo de radicais livres, sugerindo uma explicacdo parcial para o efeito

antioxidante de vitexina, especialmente no modelo crénico.

Figura 15 - Relacdo estrutura atividade de vitexina

Em vermelho, grupamentos mais importantes na atividade antioxidante e, em azul, sdo substituintes
menos importantes.
Fonte: Adaptado de Pannala et a., 2001.
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A disparidade entre excitacdo e inibicdo é o mecanismo mais Obvio que leva a
hiperexcitabilidade e, consequentemente, a convulsées. No cérebro, esse desequilibrio é
representado pelo aumento da neurotransmissdo glutamatérgica e/ou supressdo de
neurotransmissdo GABAérgica. Embora a compreensdo desse sistema seja fundamental na
fisiopatologia e tratamento da epilepsia, outros elementos estruturais como 0s canais idnicos de
sodio e os de potassio sdo de grande relevancia em conjunto com a hiperexcitabilidade (DINUZZO
etal., 2014).

Os canais de sédio sdo fundamentais para a geracdo e transmissdo coordenada de
potenciais de acdo em todo o SNC, sendo os responsaveis pela despolarizacdo da membrana.
Dessa maneira, desempenham um papel central na génese e tratamento da epilepsia e
medicamentos como carbamazeina e fenitoina agem no bloqueio desses canais (KAPLAN;
ISOM; PETROU, 2016). Dentre as isoformas de canais de sodio relacionadas com a epilepsia
estdo descritas Navl.1, Nav1.2, Nav1.3, Navl.4, Nav 1.5, Nav 1.6, Nav 1.7 (EIJKELKAMP et
al., 2012). Para esse trabalho, as isoformas avaliadas foram Nav 1.3 (responsavel pela
propagacao de potenciais pos-sinaptico de dendritos) e Nav 1.6 (responsavel pela geracdo de
potencial de acdo e propagacdo) (DINUZZO et al., 2014).

Os canais de potéssio contribuem para a repolarizacdo e hiperpolarizagdo da
membrana, limitando, assim, a excitabilidade neuronal. Além disso, participam de vias de
sinalizacdo celular e molecular que regulam a vida e a morte neuronal, como a apoptose, a
fosforilagdo de canais ou proliferacdo celular (VILLA; COMBI, 2016). Como dito para 0s
canais de sodio, o estudo de isoformas de canais de potassio também € de grande interesse tendo
como as principais Kv 1.1 e 1.2 (responsavel pela propagacédo de potenciais de acéo e liberacdo
de vesiculas) e Kv 4.2 (responsavel pela retropropagacédo de potenciais de acdo em dendritos)
(DINUZZO et al., 2014).

A investigacdo do potencial de acdo de vitexina foi realizada separadamente em
diferentes isoformas de canais idnicos de Na* e K*. No estudo do efeito citotoxico, a vitexina
ndo apresentou resultado relevante ao menos na concentracdo avaliada e os resultados da
eletrofisiologia mostram que o0 mecanismo de acao antiepiléptico desse flavonoide ndo envolve
acOes nos principais canais de sédio ou potassio, alguns dos quais usados nesse trabalho.

Do ponto de vista farmacoldgico, a concentracdo de 10 uM da vitexina no voltage-
clamp é considerada alta e foi escolhida por seu carater eliminatorio. Dessa maneira, como
nenhum efeito foi observado para a vitexina nessa concentra¢do em canais de sédio ou potassio,
nenhuma outra concentragéo foi estudada. Os dados obtidos s&o suficientes para descartar a

acdo da vitexina nas referidas isoformas. Portanto, € possivel concluir que as acbes
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anticonvulsivantes/ansioliticas desse flavonoide, ao menos para as isoformas estudadas, néo se
relacionam com a modulagdo negativa ou positiva de canais de s6dio ou potassio,
respectivamente.

Esses resultados, mesmo que ndo evidenciem um possivel mecanismo de acdo da
vitexina, desempenham papel relevante na procura por alvos moleculares, uma vez que é
imprescindivel determinar absolutamente onde 0s compostos exercem seu modo de a¢do ou
auséncia de atividade (NAVIDHAMIDI; GHASEMI; MEHRANFARD, 2017).

Compreender a farmacodinamica de um composto é de grande importancia para uma
investigacdo, sobretudo quando se trata de transtornos neurolégicos que envolvem varios
mecanismos como a epilepsia (SILVA; CABRAL, 2008). A maioria das drogas antiepiléticas
age suprimindo a excitacdo neuronal superabundante via blogueio canais idnicos dependentes
de voltagem (Na* Ca?* e K*) ou aumentam a agdo inibitoria mediada pelo GABA. Entretanto,
o tratamento atualmente disponivel ndo previne a epileptogénese, sugerindo-se, assim, que
outros mecanismos estejam envolvidos no desenvolvimento dessa patologia e que novas
descobertas podem promover a elaboracdo de terapias mais eficazes (NAVIDHAMIDI;
GHASEMI; MEHRANFARD, 2017).

Dessa maneira e com base nos dados evidenciados, acredita-se que a vitexina, ao
menos com as isoformas de canais estudadas, expressa mecanismos diferentes do bloqueio da
despolarizacdo celular que tem como consequéncia o blogueio de crises epilépticas. Como
mencionado, varios outros mecanismos estdo presentes na epilepsia, portanto, demonstrar que
a vitexina tenha acdo anticonvulsivante e antiepiléptica ndo necessariamente sob os principais
canais iénicos envolvidos, causa o despertar de novas possibilidades farmacodinamicas de
drogas, que podem significar uma nova alternativa mais efetiva de tratamento.

Além de investigar o mecanismo de acdo de um composto, é importante determinar outros
possiveis efeitos de um tratamento continuo. Para tanto, ao final do tratamento crénico com
vitexina, os animais foram submetidos ao teste de rotarod que tem sido amplamente utilizado
na triagem de novos agentes anticonvulsivantes para determinar sua neurotoxicidade que pode
levar a deficits neuroldgicos, como sedacdo, ataxia, hiperexcitabilidade e deficiéncia motora.
Vale ressaltar que a locomoc¢ao, quando alterada, e a presenca de atividade sedativa, podem
perturbar a andlise dos resultados da acdo anticonvulsivante impedindo a observacdo dos
elementos do score utilizado (KUMARI; MISHRA; TIWARI, 2015).

Os resultados mostraram que a vitexina na dose de 2,5 mg/kg ndo provocou sedagéo ou
comprometimento locomotor nos animais apds o tratamento crénico. Essa observagdo indica

que os paradigmas comportamentais observados no ensaio anticonvulsivante, tanto agudo



66

quanto crénico, ndo foram influenciados pela presenca de um possivel impedimento locomotor.
Desse modo, os resultados obtidos mostram que, de fato, a vitexina apresenta acédo
anticonvulsivante e antieplética, invalidando a possibilidade de interferencia
sedativa/locomotora.

Outro aspecto muito importante a ser avaliado em estudos in vivo, é a toxicidade das
substancias, principalmente quando administradas em carater crénico. Dessa maneira, foram
dosados niveis séricos de ureia e creatinina, que séo indicadores bioquimicos de funcéo renal e
AST e ALT, parametros de funcdo hepaética.

A creatinina é um composto enddgeno obtido por meio do metabolismo muscular da
creatina e é totalmente filtrada, ja que ndo esta ligada a proteinas. Dessa maneira, seu nivel
plasmatico manifesta diretamente a taxa de filtracdo glomerular e altos niveis indicam
deficiéncia renal (CHITALIA et al., 2001).

A ureia € um composto organico sintetizado no figado a partir do catabolismo proteico,
sendo sua concentracio estreitamente relacionada a dieta e doengas hepaticas. E uma substancia
com filtragem renal que tem, em parte, reabsorcdo tubular e dessa maneira, € importante realizar a
dosagem de ureia simultaneamente com creatinina para analise de funcéo renal (MI1ZOl; DEZOTI,
VATTIMO, 2008). A dosagem sérica de AST (TGO) se justifica, pois, € essa uma enzima
encontrada, entre outros lugares, no citosol e mitocondria dos hepatocitos. Portanto, a AST € um
indicador de dano mitocondrial especialmente em regifes hepaticas que sofrem hipdxia e injaria
toxica (AMACHER, 1998). A ALT ¢ encontrada em altas concentra¢c6es no citoplasma do figado,
0 que torna o seu aumento mais especifico de lesdo hepatica (OZER et al., 2008).

Os parametros bioguimicos podem variar entre as diferentes linhagens de uma dada
espécie e também em funcdo da dieta, sexo e idade do animal. Desta forma, os laboratorios que
usualmente fazem dosagem bioquimica em ratos determinam os valores de referéncia de acordo
com 0s animais que possuem no experimento em questdo, previamente ou durante cada
experimento (MELO et al., 2012). Em nossas avaliacdes, a auséncia de intervalo de referéncia em
estudo precedente levou a necessidade da presenca de animais ndo tratados com nenhuma
substancia e mantidos igualmente aos animais que receberam diversas administracdes dos
compostos em estudo, sendo possivel dessa maneira confrontar os resultados entre os diferentes
grupos.

Como visto, nenhum dos pardmetros, nem renal, nem hepético, apresentaram alteracfes
significativas em sua concentracdo. Dessa maneira, pode-se inferir que o tratamento crénico com
vitexina ndo provoca danos de funcdo hepatorrenal, sendo aparentemente seguro ao menos em

nossas condicdes de teste.
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Finalmente, de acordo com a possibilidade de acdo da vitexina em um ponto chave da
ansiedade e epilepsia, essa flavona €, portanto, um compostos de grande interesse
etnofarmacoldgico, farmacéutico e biotecnoldgico, sobretudo quando se considera a

importancia epidemioldgica dessas enfermidades em nivel da saude pablica mundial.
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6 CONCLUSAO

Em concluséo aos estudos realizados, observou-se que a vitexina, nas doses utilizadas,
apresenta atividade ansiolitica. Além disso, esse flavonoide mesmo que ndo tenha apresentado
significativo efeito em ensaios utilizando NMDA e &cido cainico, evidenciou expressiva acdo
anticonvulsivante seletiva no decurso dos experimentos que utilizaram convulsivantes que
antagonizam a neurotransmissdo inibitoria mediada por GABA (PTZ e Picrotoxina).

Destaca-se que, quando a vitexina foi utilizada como tratamento agudo de animais
tratados PTZ como convulsivante, essa flavona protegeu os animais em até 100% contra crises
tonico-clonicas na maior dose utilizada (5mg/kg). Esse resultado é fortalecido e
complementado pelas observagdes do modelo cronico, onde vitexina reduziu a gravidade das
convulsdes durante o tratamento continuo com PTZ.

Foi observado também que a vitexina ndo apresentou efeito citotoxico e 0 mecanismo
de acdo anticonvulsivante/antiepiléptico e ansiolitico de vitexina em nivel molecular nédo
envolve a¢des nos canais de sodio ou potassio. Contudo, e diante dos resultados anteriores,
acredita-se que ha a possibilidade da participacdo da via GABAérgica no mecanismo de agédo
da vitexina ou entdo da participacdo de mecanismos antioxidantes, como reportado pela
literatura evidenciada.

Em complemento, o tratamento com doses continuas de vitexina demonstrou-se seguro
com base na observacdo da auséncia de sedacdo e comprometimento da atividade locomotora

e ndo ocorréncia de manifestacdes e complicacGes renal ou hepatica
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