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RESUMO

A Epilepsia é um distarbio neuroldgico caracterizado por crises epilépticas recorrentes
no SNC que acomete a populacdo mundial, sendo a Epilepsia do Lobo Temporal (ELT) o tipo
mais comum entre as epilepsias. Entretanto, a ELT é a que mais apresenta refratariedade
medicamentosa na clinica. A analise do comportamento e da atividade elétrica cerebral
através dos exames utilizados na clinica possibilitam o diagndstico da epilepsia, sendo que o
EEG é o exame mais usado clinicamente. Por ser uma sindrome que leva a uma degeneracédo
do tecido nervoso, ha uma busca por antiepilépticos com maior seletividade e com menores
efeitos adversos para melhorar o tratamento de pacientes resistentes a medicamentos. A
literatura relata que o género Passiflora possui atividade anti-inflamatoria, antioxidante,
anticoagulante, antiagregante plaquetaria, antimicrobiana, anti-hipertensiva, ansiolitica,
sedativa e analgésica. Considerando o potencial desse género, este projeto teve como objetivo
avaliar os efeitos antiepiléptico e neuroprotetor do extrato hidroetandlico de Passiflora nitida
em modelo agudo de epilepsia do lobo temporal. Para a avaliacdo da a¢do do extrato foram
utilizados ratos Wistar machos divididos em trés grupos e induzidos ao status epilepticus (SE)
para avaliacdo comportamental, registro eletroencefalico e avaliacdo da lesdo neuronal atraves
de histologia do encéfalo dos animais experimentais. O resultado do eletroencefalograma
demonstrou que o extrato de Passiflora nitida apresentou controle das crises, corroborando
com a analise comportamental dos animais experimentais. O resultado da lesdo de neurénios
das regides do hipocampo demonstra que com a administracdo do extrato hidroetandlico de
Passiflora nitida houve reducdo do dano neuronal na regido do giro denteado do hipocampo
dorsal demonstrando que o extrato possui efeito neuroprotetor nessa regido durante o SE em

modelo agudo de epilepsia do lobo temporal.



ABSTRAT

Epilepsy is a neurological disorder characterized by recurrent epileptic seizures in the CNS
that affects the population worldwide, with Temporal Lobe Epilepsy (TLE) being the most
common type among epilepsies. However, TLE is the one with the most drug refractoriness in
the clinic. The analysis of the behavior and electrical activity of the brain through the exams
used in the clinic enable the diagnosis of epilepsy, and the EEG is the most commonly used
exam in the clinic. As it is a syndrome that leads to nervous tissue degeneration, there is a
search for antiepileptic drugs with greater selectivity and fewer adverse effects to improve the
treatment of drug-resistant patients. Literature reports that the genus Passiflora has anti-
inflammatory, antioxidant, anticoagulant, antiplatelet, antimicrobial, antihypertensive,
anxiolytic, sedative and analgesic activities. Considering the potential of this genus, this
project aimed to evaluate the antiepileptic and neuroprotective effects of Passiflora nitida
extract in an acute model of temporal lobe epilepsy. To evaluate the action of the extract,
male Wistar rats were divided into three groups and induced to status epilepticus (SE) for
behavioral assessment, electroencephalic recording and evaluation of neuronal damage
through histology of the brain of experimental animals. The result of the
electroencephalogram showed that the Passiflora nitida extract showed control of the crises,
corroborating the behavioral analysis of the experimental animals. The result of damage to
neurons in the hippocampus regions demonstrates that with the administration of the
hydroethanolic extract of P. nitida there was a reduction in neuronal damage in the dentate
gyrus region of the dorsal hippocampus, demonstrating that the extract has a neuroprotective
effect in this region during SE in an acute model of temporal lobe epilepsy.
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1. INTRODUCAO

A epilepsia é considerada um disturbio cerebral caracterizado pela predisposicao
persistente do cérebro de emitir sinais elétricos irregulares entre os neurdnios. Esses sinais
levam a crises recorrentes através da reorganizacdo e atividade anormal excessiva e
simultanea dos neurdnios, além de consequéncias neurobioldgicas, cognitivas, psicoldgicas e
sociais dessa condicdo. (ILAE, 2005, FISHER et.al., 2014).

A Epilepsia do Lobo temporal (ELT) € descrita na literatura como focal (originada no
lobo temporal) e conhecida por sua alta incidéncia, gravidade, resisténcia ao tratamento
medicamentoso e prevaléncia em adultos. A caracteristica neuropatolégica da ELT é a morte
neuronal no hipocampo acompanhado por debilitacdo do desempenho cognitivo, tais
consequéncias geram grandes impactos na qualidade de vida dos pacientes epilépticos
(ALLONE et.al., 2017, ENGLOT et.al., 2020).

Para diagnosticar a ELT é necessario o uso de ferramentas que auxiliem a sua
identificacdo através da avaliacdo de alteracBes cerebrais. Para isso, 0s neurologistas
costumam realizar exames de eletroencefalografia para monitorar a atividade cerebral e
comportamento através da captacdo de sinais dos neurdnios (SHAFI, 2017, FEYSSA E
TATUM, 2019). Esse método acessivel auxilia na localizacdo, mensuracdo e tratamento dos
pacientes, além de ser o exame mais frequente no diagndstico da epilepsia (Li et.al., 2019).

A ELT ¢é um tipo de epilepsia que apresenta resisténcia aos medicamentos atuais pela
ineficacia e efeitos colaterais dos mesmos, apesar do grande numero de medicamentos
antiepilépticos no mercado farmacéutico (TANG et.al., 2017). Por isso, diversos avangos na
terapia para epilepsia tém ocorrido para reduzir ou controlar as crises, mas, ainda assim,
aproximadamente um terco dos pacientes com epilepsia permanecem refratarios ao tratamento
com drogas anticonvulsivantes classicas nas tltimas décadas (VIEIRA et.al., 2019).

A descoberta de novas drogas com atividade no sistema nervoso central tem sido uma
atividade constante, seja para tratamento, estudo de desordens que ainda ndo estdo bem
definidas, na substituicdo de farmacos que apresentam efeitos colaterais importantes por falta
de seletividade, efetividade e seguranca dos mesmos e pela dificuldade de acesso a alvos
moleculares na epileptogénese (ABRAHAM E SHAJU, 2013, SAFAHANI et.al., 2020).

O Brasil possui uma vasta biodiversidade, principalmente no quesito de plantas
endémicas e por esse motivo apresenta um cenario grandioso para o desenvolvimento de
medicamentos a partir de plantas medicinais como alternativas do tratamento de diversas
patologias na medicina popular (BORTOLUZZI et.al., 2015, ULLOA et.al., 2017).
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Dentro dessa rica diversidade sdo encontrados grupos de plantas medicinais com
atividade no sistema nervoso central, como as espécies da familia Passifloraceae. Os géneros
dessa familia sdo descritos com grande potencial terapéutico na medicina popular e muitas
especies do género Passiflora L. ja foram descritas com atividade ansiolitica, sedativa, anti-
inflamatdria, antinociceptiva, antioxidante, analgésica, antihipertensiva, antimicrobiano e
antidepressivo, as quais foram relacionadas principalmente a presenca de compostos
secundarios liberados por esse grupo (DHAWAN et al., 2004, BENINCA et al., 2007,
MIRODDI et.al., 2013, NARAIN et.al., 2019, CORREA et al., 2016, DA SILVA et al.,
2020).

Tendo em vista o potencial terapéutico do género Passiflora, a espécie Passiflora
nitida possui uma exploracdo crescente do ponto de vista cientifico e biotecnoldgico, tendo
sido descrita com propriedade, anticoagulante, antiagregante plaquetaria, anti-inflamatério
(CARVALHO et.al., 2010) hipoglicémico (LIMA et.al., 2012, MONTEFUSCO-PEREIRA
et.al., 2013) e hepatoprotetor em roedores (TEXEIRA et.al., 2014), antioxidante (OLIVEIRA,
2011, TEXEIRA 2014) além de apresentar efeito redutor sobre a melanogénese em células de
melanoma murino B16F10 (OLIVEIRA, 2011) e acdo no SNC ao apresentar efeito hipnotico
na inducdo do sono por barbitdrico (dados ndo publicados).

Os modelos experimentais atuais de epilepsia podem ser obtidos por meio de
preparacdes in vivo (por agentes quimicos, elétricos e fisicos em animais experimentais) e in
vitro (para testar substancias ou procedimentos convulsivantes em tecidos ou cultura de
células) para acompanhar o processo de epileptogénese (PITKANEN etal., 2016). Dos
modelos in vivo que induzem lesdo identificavel no sistema nervoso central (SNC), o mais
prevalente € o que utiliza a pilocarpina como agente indutor, por ser um modelo pouco
invasivo e com alta reprodutibilidade (TURSKI, 1983; CAVALHEIRO, 1995; MENDES
et.al., 2019).

A pilocarpina € um agonista colinérgico de receptores muscarinicos que ao ser
administrado por via sistémica em altas doses em roedores (~360 mg/kg), induz um quadro de
alteracbes de comportamento com manifestacdo de crises motoras limbicas que ocorrem entre
15-30 minutos apds injecdo. Esses efeitos podem se estender por horas (status epilepticus,
SE), caracterizando o periodo agudo do modelo (TURSKI, 1985). O animal que sobrevive ao
quadro agudo passa por um periodo latente, livre de crises comportamentais, que tem duracao
média de 14 dias, terminando quando o animal apresenta a primeira crise espontanea, sendo
essas crises recorrentes por toda a vida (REDDY et.al., 2021). Esses modelos auxiliam na
compreensdo da sindrome epiléptica e no desenvolvimento de tratamentos clinicos de melhor

controle das crises (MANOUZE et.al., 2019). Motivados por esses indicativos promissores do
15



extrato e pela necessidade constante de novos antiepiléticos, julgou-se oportuno o

desenvolvimento deste projeto.
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1. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Epilepsia

Historicamente, os primeiros relatos escritos na literatura sobre a epilepsia sugiram em
2000 a.C. na Babildnia, onde foi descrito um episédio convulsivo, atribuindo a epilepsia
carater magico e sagrado, pois acreditava-se que esta era a manifestacdo de espiritos do mal
ou a expressao do descontentamento divino. Essa crenca se manteve em diversas civilizaces
como egipcios, gregos e romanos (MAGIORKINIS, 2010).

Hipocrates em 400 a.C, descreveu em seu livro “A doenga sagrada” que a causa da
epilepsia ndo era decorrente de espiritos malignos, mas que esta estava ligada ao cérebro (ALI
et.al., 2013; KARAKIS, 2019). Somente no século XI1X apds a dissociacdo da psiquiatria e
neurologia e as contribui¢cbes de diversos pesquisadores como John Hughlings Jackson,
fundador da neurologia moderna, é que a epilepsia foi considerada um distarbio cerebral.
Contudo, muitos anos se passaram sem tratamento pela dificuldade de diagndstico devido a
discordancia de varios profissionais quanto as suas definicbes e classificacGes
(FERNANDES, 2013, REKTOR et.al., 2013).

A epilepsia é definida atualmente como um distarbio cerebral que se caracteriza pela
predisposicdo persistente em gerar crises convulsivas. A definicdo pratica da epilepsia esta
relacionada com a ocorréncia de duas crises ou mais, ndo provocadas, em um intervalo
superior a 24h entre elas, levando a diversas consequéncias neurobioldgicas, cognitivas e
psicossociais (ILAE, 2005, FISHER et al., 2014). Tais crises ocorrem através da atividade
neuronal sincronizada e coletiva de uma determinada populacao de neurdnios cerebrais.

Sabe-se que ap6s um trauma ha uma reducdo dos neur6nios produtores de acido y-
aminobutirico (GABA) e aumento da neurotransmissdo glutamatérgica e isso altera o balanco
entre a excitacdo e inibicdo neuronal levando a morte de neurdnios, especialmente através do
influxo excessivo de Na* e Ca?*, estresse osmético, producéo de radicais livres que danificam
as moléculas de DNA, ativacdo de proteases que levam a protedlise da célula, membranas e
organelas, culminando em necrose celular e neuroinflama¢do (HENSHALL, 2007). Esse
desbalanco é o mecanismo mais aceito para o entendimento da excitabilidade anormal no
cérebro (PESTANA, 2009, BENARROCH, 2010, SILVEIRA et.al., 2012, GUERRIERO
et.al., 2015).

Os traumas ou injurias que induzem as crises recorrentes (CRE) e espontaneas sdo de
diversas etiologias (FIGURA 1) classificadas como: estrutural (traumatismo craniano,

acidente vascular cerebral e hipoxia), genética (hereditariedade e mutacGes), metabolica
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(porfiria, uremia e aminoacidopatias), infecciosa (malaria cerebral, tuberculose e
citomegalovirus), imunolégica (encefalites) e de causa desconhecida (causa indefinida ou
inderteminada, idiopética). (LANCASTER & DALMAU, 2012, SCHEFFER et.al., 2017).

Tais crises geram consequéncias motoras, cognitivas, sociais, econdmicas e de saude,
prejudicando a qualidade de vida dos individuos epilépticos, devido ao quadro clinico e
limitacOes impostas. Estima-se que aproximadamente 0,5% a 1,0% da populagcdo mundial
sejam afetadas pela epilepsia, sendo sua incidéncia de 61,4 por 10.000 habitantes por ano e a
sua prevaléncia difere quanto a idade, género, fatores socioecondmicos e étnicos (FIEST
et.al., 2017, BEGHI, 2020). Em paises desenvolvidos aumenta conforme a idade e nos paises
em desenvolvimento seus picos sdo na adolescéncia e na fase adulta (CLINICO, 2014, FIEST
et.al., 2017).

No Brasil, os estudos epidemioldgicos atuais sdo escassos, mas supfe-se que a
epilepsia atinja 2% a 4% da populacdo brasileira, em sua maioria pessoas com baixa renda e
idosos, correspondendo a aproximadamente trés milhdes de pessoas (GALLUCCE NETO &
MARCHETTI, 2005, NOLASCO et.al., 2020). A prevaléncia e a incidéncia de epilepsia séo
maiores em homens comparados as mulheres e tendem a aumentar nos idosos, porque a
frequéncia de acidente vascular cerebral, doencas neurodegenerativas e tumores atingem seu
apice nessa faixa etaria (SANDER, 2003, BAUMGARTEN E CANCINO, 2016).

Outra condicdo comum na epilepsia é o Status Epilepticus (SE) ou estado do mal
epiléptico (EME), onde os individuos epilépticos apresentam crises convulsivas repetidas e
prolongadas em um periodo igual ou superior a 30 minutos que geram cerca de 20% de 6bitos
quando ndo interrompidas com medicamentos antiepilépticos, e isso resulta em outros
episodios de crises continuas e duradouras (GOMES et.al., 2018). Ha relatos que 1% a 8% de
pacientes com epilepsia apresentara, em algum momento do distdrbio, pelo menos um
episédio de SE. Essas crises de SE causam em longo prazo, lesdo neuronal e alteracdo das
redes neuronais com neuroplasticidade anormal na estrutura hipocampal, dependendo do tipo
e duracdo das crises (SEIFFERT et.al., 2019).

A classificagdo de crises epiléticas foi conceituada pela Liga Internacional Contra a
Epilepsia, que considera as crises como focais, que se subdividem em simples ou complexas e
crises generalizadas (FIGURA 1) (FISHER et. al., 2017). Sendo assim, a ELT pode ser
considerada um problema de saude publica e o diagndstico preciso diante das classificacGes

das crises é necessario para realizagdo de um tratamento adequado e bem sucedido.
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2.2 Epilepsia do Lobo Temporal

A epilepsia do lobo temporal (ELT) € um tipo de epilepsia sintomatica classificada
como focal (FIGURA 1), pois apresenta atividade convulsiva em uma regido restrita
(estruturas do lobo temporal) que se propaga dentro e/ou fora desse lobo, através de redes
neuronais altamente conectadas (GLOOR, 1982, DALIO, 2019). A ELT também se subdivide
entre neocortical e mesial, sendo a epilepsia do lobo temporal mesial (ELTM) a que apresenta
a maior frequéncia e refratariedade ao tratamento medicamentoso, tornando esse disturbio
cerebral um grande problema de satde publica. (BLUMCKE et.al., 2013, ASADI-POOYA
et.al., 2017, LIU et.al., 2018). A ELTM é comum em adultos e é caraterizada por sintomas
psiquicos e/ou autonémicos, associados ou ndo a sintomas sensoriais ou olfativos. As crises
incluem as estruturas do hipocampo, a amigdala, cortex, circunvolucdo parahipocampal e as
estruturas mesiais circundantes (THOM, 2014). Esse subtipo apresenta uma porcentagem de
70% de pacientes apresentando esclerose hipocampal. O hipocampo é a estrutura mais

comprometida pelo processo de neurodegeneracdo durante o SE, sendo que as areas do
19



hipocampo mais afetadas séo principalmente as células piramidais da regido CA1 (Corno de
ammon 1) e CA3 (Corno de Ammon 3) (Figura 2) e as células do hilo no giro denteado (GD)
(PERSIKE et.al., 2018, ZHAO et.al., 2019).

Além de todas essas alteracdes anatomopatologicas a ELTM também leva a
astrogliose, formacdes de tecido fibroso, brotamento de fibras musgosas, dispersdo de células
granulares e outras alteragdes fisioldgicas envolvidas com as fun¢Bes do lobo temporal
(LAXER et.al., 2014).

O diagnédstico da ELT é baseado no estado clinico, nos antecedentes pessoais,
familiares e exames clinicos neuronais para investigacdo de sua etiologia e regido
epileptogénica, sendo o EEG (eletroencefalograma) o mais utilizado na clinica (RACHID,
2017).

Um dos modelos de epilepsia mais estudados para induzir a ELT tem sido o modelo
PILO descrito por Turski e colaboradores (1983), que se caracteriza em trés fases: periodo
agudo, latente e crbnico. A partir desse modelo é possivel mimetizar a sindrome da ELT em
roedores, demonstrando a presenca de lesdes na regido hipocampal ligadas com a esclerose
hipocampal (CAVALHEIRO, 1995, CURIA et.al., 2008, REDDY E KURUBA, 2013).

A Pilocarpina é um alcaldide obtido das folhas da espécie Pilocarpus jaborandi que
possui acdo colinérgica em receptores muscarinicos, sendo utilizado na clinica para o
tratamento de doencas oculares, mas quando administrado por via sistémica em altas doses
em roedores (~360 mg/kg) induz alteracGes estruturais e histopatoldgicas que culminam em
crises epilépticas recorrentes e espontaneas (TURSKI et.al., 1983, CARVALHEIRO et.al.,
1995, KIM E CHO, 2018). Os roedores mais utilizados em modelos de ELT sao
camundongos e ratos pelo baixo custo, praticidade de se criar em Biotérios especializados, e
pelo conhecimento adquirido quanto as bases neuroanatdbmicas, neuroquimicas e
comportamentais destes roedores (LOSCHER, 2011).

Atualmente muitos estudos entdo buscando entender quais mecanismos ligados a
neuroplasticidade, neuroinflamacéo e neurogénese, contribuem para a recorréncia de crises e
morte celular, porém apesar da vasta quantidade de estudos esses mecanismos ainda ndo estao
definidos. Os estudos em animais demonstram que a agressdo excitotoxica e a reacao
inflamatdria causada pela inducdo do SE através da administracdo de PILO (Pilocarpina) em
altas doses causa leséo celular imediata (BECKER, 2018, TERRONE et.al., 2020).
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Figura 2. Corte histoldgico das areas do hipocampo afetadas na ELT em ratos
coradas com cresil violeta visivel no microscépio Optico de 4x. CALl. Corno de
Ammon 1. CA2. Corno de Ammon 2. CA3. Corno de Ammon 3. GD. Giro Denteado

Fonte: autoral

2.3 Eletroencefalograma

O Eletroencefalograma (EEG) é um exame baseado em eletrodos que captam a
atividade elétrica cerebral (potenciais de acdo) em regides especificas, sobretudo do cértex
dos neurdnios e esses sinais sdo capturados e amplificados formando o registro elétrico. Esse
exame torna possivel a obtencdo de informagfes cruciais para determinagdo de diferentes
patologias neuroldgicas, entre elas a epilepsia (HARI E PARKKONEN, 2015, PATEL et.al.,
2015).

Além de captar os sinais elétricos, o0 EEG permite visualizar os comportamentos
anormais que caracterizam os diversos tipos de epilepsias e sindromes epilépticas, entretanto a
atividade cerebral humana apresenta diversos padrdes que resultam em sinais complexos de
dados durante o periodo total do exame (NIEDERMEYER, 2003). Por isso, é necessario que
esses dados sejam analisados de forma manual por um medico especialista porque a deteccéo
dos sinais € complexa e 0 nimero de sinais elétricos é muito grande, consumindo bastante
tempo para interpretacéo e analise dos dados para o diagnostico (BENICZKY et.al., 2017).

Portanto, os sinais elétricos servem como marcadores biologicos e patolégicos dos
estados de repouso e atividade cerebral. Esses sinais sdo mensuraveis em diferentes
frequéncias descritas como ondas elétricas de baixa frequéncia, sendo essas: delta (< 4 Hz),
teta (4-8 Hz), alfa (8-13 Hz), beta low (13-25 Hz), beta high (25-30 Hz) e bandas de altas
frequéncias: gama low (30-50 Hz) e gama high (50-100 Hz). Essas ondas elétricas sdo
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avaliadas de acordo com a sua frequéncia, amplitude, distribuicéo, reatividade e repeticdo
para identificacdo dos ritmos fisiolégicos e padrbes patoldgicos (MAGNI et.al., 2011; AL
SAWAF, 2020).

Os primeiros registros da atividade elétrica vieram de Berger e Caton, em humanos e
animais, respectivamente em 1875 e 1920, nesse tempo era utilizado galvandmetro como
multiplicador dos sinais (DA MOTA GOMES, 2015). Hoje, com o avanco de tecnologia de
computacdo e a criagdo de programas tornou possivel o registro digital do EEG, permitindo
assim analises quantitativas. Além disso, houve uma evolugédo de equipamentos, softwares e
sensores que fazem o registro do EEG e com isso os estudos e aplicagdes tem sido usado nas
mais diversas areas da pesquisa como na saude, neurociéncia, nas interfaces cérebro/corpo
entre outros (REIF et.al., 2016; MONTENEGRO et.al., 2018).

Atualmente, o EEG tem se destacado através do monitoramento de substancias
fitoterapicas anticonvulsivantes no sistema nervoso central como efeito farmacoldgico através
da anélise comportamental e elétrica de roedores (KARIMZADEH et.al., 2012).

O uso desse exame faz-se necessario para a categorizacdo e avaliacdo do padréo
epileptiforme em modelos in vivo, como no de inducdo da epilepsia do lobo temporal em
ratos, onde o EEG ¢é utilizado para correlacionar o comportamento exibido pelo
camundongo/rato ao perfil eletroencefalografico adquirido, bem como o entendimento dos
mecanismos potenciais de sincronia neuronal e assim avaliar o registro por completo através
da gravidade do evento convulsivo, uma vez que esse modelo leva a alteracdes morfolégicas e
elétricas (GOMES, 2016).

2.4 Tratamento clinico

Apds a descoberta do diagndstico de epilepsia, o objetivo principal do tratamento da
epilepsia é o controle/prevencdo total das crises centrado na escolha correta dos farmacos
antiepilépticos (FAES) tendo como base a sua efetividade e seguranca (ABRAHAM E
SHAJU, 2013). Os antiepilépticos se dividem em: de nova geracdo, de segunda geracdo e
terceira geragdo. Antigamente, a escolha dos FAES era limitada aos fa&rmacos de nova geragdo
gue incluem o fenobarbital, fenitoina, carbamazepina, valproato de sddio, etossuximida e
alguns benzodiazepinicos. Entretanto, com o passar dos anos novos farmacos (farmacos de
segunda geracdo e terceira geragdo) como levetiracetam, topiramato, zonisamida e
eslicarbazepina foram aprovados devido a insuficiéncia no controle e prevencdo total das
crises e dos efeitos adversos desses farmacos proporcionando uma gama de opcOes
terapéuticas para o controle das crises (ABRAHAM E SHAJU, 2013).

22



Hoje, 0 que se sabe é que apesar dessa grande variedade de opgdes terapéuticas, as
drogas antiepilépticas sdo eficazes no controle das convulsdes em 30% a 40% dos pacientes
com epilepsia, sendo que 1/3 dos individuos ainda apresentam crises epiléticas refratarias a
essas terapias medicamentosas (MENESES et.al., 2005, WIESER et.al., 2003, JAVIDAN
et.al., 2012).

Os novos antiepilépticos ndo possuem eficacia superior aos de primeira geracédo e por
isso, sdo apenas recomendados em primeira escolha em condicdes clinicas especificas e isso
pode ser comprovado através do estudo feito por Monnerat e colaboradores (2013) ao
estudarem 284 pacientes epilépticos eles observaram que o FAE (farmaco antiepiléptico) mais
usado pelos pacientes era a carbamazepina (CBZ) (53,3%), seguido por fenitoina (PHT)
(28,4%) e fenobarbital (PB) (13%). A carbamazepina é um anticonvulsivante amplamente
utilizado pelos pacientes e seu efeito ocorre através da inibigdo dos canais de sodio e célcio
controlados. A fenitoina é considerada como o primeiro farmaco ndo sedativo da classe de
anticonvulsivantes. Ele age na excitabilidade da membrana com acao sobre 0s canais de sodio
semelhante a cabamazepina (AUVIN, 2014).

Ja o Fenobarbital foi um dos primeiros barbitdricos a ser lancado, causa sedacéo,
possui baixo custo e & muito eficaz no controle das Crises. Seu efeito € na inibi¢do neuronal
em decorréncia do aumento da neurotransmissdo gabaérgica. Uma das falhas ao tratamento da
sindrome epiléptica com FAES existentes sdo os efeitos adversos em até 40% dos pacientes,
tais efeitos causam prejuizo na qualidade de vida desses pacientes. E verdade que ao longo
dos anos esses medicamentos foram melhorados para reduzir o risco de toxidade através de
técnicas utilizadas para quantificar esses efeitos, ainda assim muitos efeitos permanecem
prejudicando a salde dos pacientes (EL DIBE et.al., 2017, AUVIN, 2014).

Quando as crises ndo sdo controlaveis, é preferivel manter o doente sem efeitos

secundérios do que doses elevadas de medicamentos (FERNANDES, 2016).

2.5 Género Passiflora

O género Passiflora L. foi descoberto pelo espanhol Cieza de Ledn que nomeou a
primeira espécie de Passiflora como "granadilla”, sendo posteriormente alterado para
Passiflora L. por Linneaus, em 1753 (BERNACCI et.al., 2008). Os primeiros descobridores
de espécies pertencentes a essa familia atribuiram a elas um aspecto religioso relacionado com
suas estruturas e aspectos morfolégicos como suas folhas, flores e ramos, comparando tais

estruturas com a crucificacdo de Cristo e foi a partir dessas caracteristicas que surgiu 0 nome
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botanico com significado: “passio” o equivalente a paixdo e “flosoris” o equivalente a flor
(BERNACCI et.al., 2008). No Brasil sdo conhecidos popularmente como Maracujas,
significando alimento na cuia, nome atribuido pelos povos indigenas (JUNIOR E
BERNARDES, 2015).

O género Passiflora L. € o maior em numero de espécies da familia Passifloraceae
com 513 espécies mundialmente descritas (BERNACCI et.al., 2012). As espécies desse
género estdo presentes em climas tropicais e subtropicais, sendo amplamente distribuidas
geograficamente por toda a América Latina, Africa, Asia, Oceania, América do Norte,
Ameérica Central e principalmente América do Sul (MACDOUGALL et al., 2018). No Brasil
ocorrem 141 espécies, onde 82 espécies sdo endémicas do nosso territério nacional, sendo o
estado do Amazonas o que detém a maior diversidade de espécies (CERVI E LINSIGEN,
2010).

Esse género é formado por plantas trepadeiras herbaceas ou lenhosas frutiferas e a
sua grande caracteristica estd na variabilidade de folhas e flores. As flores possuem
coloragOes variadas e sdo ricas em néctar, o0 que a torna bastante atrativa para os mais diversos
polinizadores (SOUZA E LORENZI, 2008). Tais caracteristicas morfoldgicas revelam um
grande potencial ornamental e ecolégico do género.

O Brasil é o maior produtor e consumir de maracuja do mundo segundo dados do
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2018), podendo até dizer que a fruta €
“essencialmente brasileira”, demonstrando assim sua grande importancia social e econdmica
(FALEIRO E JUNQUEIRA, 2016).

Outro grande potencial desse género estad ligado ao seu uso popular medicinal para
efeitos sedativos, diuréticos, ansioliticos e analgésicos (LOPES et.al., 2017). O perfil
fitoquimico das espécies desse género € composto por: fendis, glicosideos cianogénicos,
alcaldides e flavondides. Esses compostos podem estar relacionados aos seus efeitos
farmacologicos na atividade anti-inflamatoria, anti-ulcera, antihiperglicémico, antioxidante,
analgesica, antinoconceptiva e antipasmoédica. Sendo as suas concentracdes de fendis e
flavondides variando de acordo com a espécie (BRANDAO et.al., 2017). A vista disso, tais
propriedades benéficas entdo associadas aos seus frutos e folhas, que sdo utilizadas para as
mais diversas finalidades fitoterapicas, principalmente para problemas relacionados ao
sistema nervoso (MONTERO et.al., 2013).

Apesar do alto potencial do género para varios fins, as espécies desse género tém
sido usadas quase que exclusivamente para fins medicinais e alimenticios, sendo as espécies
P. edulis Sims, P. cicinnata Mast e P. alata Curtis as mais cultivadas para esses propositos

(FAUSTINO et.al., 2010, MELETTI et.al., 2011, OLIVEIRA, 2017).
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Para atividade anti-inflamatoria foram descritas na literatura a espécie P. incarnata
(TORCHI et.al., 2014), P. edulis (MONTANHER et.al., 2007, MATONDO et.al., 2020), P.
alata (VARGAS et.al., 2007; NARAIN et.al., 2019) e P. foetina (PARK
et.al., 2018). A atividade antipasmodica, antioxidante, antitumoral, antidiabetica, analgésica
por sua vez, foi comprovada para a P. edulis (SILVA etal., 2012, MOTA et.al., 2018,
SALLES et.al., 2020).

A espécie P. incarnata possui tambem efeitos sedativos significativos,
antinociceptivos, anticonvulsivos, antioxidantes e depressores do SNC (DHAWAN et.al.,
2004; ELSAS etal., 2010; KHAN E NABAVI, 2019). A espécie P. tenuifila também
apresentou efeito anticonvulsivo, hipnético, sedativo e ansiolitico em um estudo realizado em
ratos Wistar (HOLANDA et.al., 2020). Os extratos de folhas de P. nitida e caule de P.
palmeri foram caracterizados com atividade antioxidante e antimicrobiana que se correlaciona
com o alto conteudo de catequina e odifenol (HAMEED et.al., 2017).

Varios tipos de preparacfes, extratos e substancias isoladas derivados dessas espécies
sdo encontrados na literatura com intuitos variados, incluindo fins farmacol6gicos com efeitos
em varios Orgaos, como cérebro, sangue, sistemas cardiovascular e nervoso, bem como
diferentes processos bioquimicos e fisioldgicos.

O género Passiflora estd incluso na Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de
Interesse no SUS (RENISUS) desde 2010, demonstrando que as plantas medicinais desse
género possuem produtos de interesse quanto ao desenvolvimento de novos fitoterapicos para
uso da populacdo, garantindo seguranca e eficacia no tratamento de algumas doencas. No
comércio ja é possivel encontrar diversos compostos farmacéuticos na forma de comprimidos,
capsulas, solugdes orais, entre outras de maracuja (Passiflora sp) isolado ou associado a outros

fitoterapicos.

2.6 Passiflora nitida Kunth

A espécie Passiflora nitida Kunth pertence ao género Passiflora L. e é considerada
uma espécie de maracujazeiro silvestre (Figura 3 e 4) que cresce naturalmente na vegetacao
secundaria e na beira de rios e estradas. Seu fruto é comestivel, com sabor exético, boa
receptividade para consumo e comercializado em feiras, mercados, sacoldes, quitandas e por
vendedores ambulantes (DE OLIVEIRA E RUDDIERO, 2005, COELHO et.al., 2016).
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Figura 3. Exsicata da espécie Passiflora nitida com suas folhas e flores coletadas na

Fonte: Herbario virtual Reflora

Figura 4. Flor e Fruto da espécie P. nitida Kunth

Fonte: Reflora 2020

Esté distribuida nacionalmente, na regido norte da América do Sul, principalmente na
Amazonia, mas também encontrada no Piaui, Mato Grosso, Tocantins, Goias, Bahia, Minas
Gerais, Distrito Federal e no Cerrado (DE OLIVEIRA COHEN et.al., 2014).

E popularmente conhecida como “maracuja-do-mato”, “maracuji suspiro”
“maracuja-de-cheiro” e “maracuja-de-rato”. A espécie esta agrupada no grupo de maracujas
doces e é usada na medicina tradicional para o tratamento de patologias gastrointestinais e
antimicrobianas (MORAES et.al., 2002, CARVALHO et.al., 2010, GRISI et.al., 2019).
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E uma espécie que pode ser herbacea ou lenhosa de folhas de superficie cartaceas a
coriaceas, opacas e envernizadas. Apresentam nervuras terciarias percurrentes, folhas retas e
obliquas e o peciolo recurvado. Suas nervuras secundarias apresentam glandulas terminais um
pouco proeminentes. As margens sdo levemente dentadas e a planta cresce naturalmente e em
vegetacdo secundaria, beira de rios e estradas (MORAES et.al., 2002, JUNQUEIRA et.al.,
2007).

A morfologia dos seus frutos esté relacionada com coloragdo amarelo-alaranjada na
parte externa e esponjosa, branca e espessa na parte interna, sendo geralmente consumidos in
natura pela populacdo. (OLIVEIRA et.al., 2005; DE OLIVEIRACOHEN et.al., 2014;).
Quanto a morfologia das flores estas sdo lilas, solitarias, grandes, coronadas, possuem um
tubo de calice campanulado, sépalas carnosas e pétalas membranaceas, filamentos em seis
séries, anel nectarifero, androginoforo, ovario obovado ou globoso, filetes, estiletes e botdes
florais (FLORA DO BRASIL, 2020).

As propriedades farmacol6gicas e os constituintes fitoquimicos, bem como os
estudos biotecnolégicos da Passiflora nitida Kunth estdo em constante crescimento. Bendini e
colaboradores em 2005 descreveram em seu artigo que o extrato metanolico das folhas de
Passiflora nitida possuia atividade antioxidante e antimicrobiana contra E. coli e que isso esta
relacionado com os teores de seus constituintes fitoquimicos presentes nas folhas da espécie.

Wasick em 2007 descreveu em sua dissertacdo de mestrado uma atividade antitlcera
contra lesdo gastrica em ratos do extrato hidroetandlico liofilizado de Passiflora nitida.

Carvalho e colaboradores em 2008 e 2010 descreveram o perfil fitoquimico, a
atividade farmacoldgica e toxicoldgica do extrato das folhas do Maracuja-do-Mato, coletado
na Amazonia, em sua tese de Doutorado e artigo. O perfil fitoquimico apresentou 0s seguintes
constituintes presentes no extrato das folhas de Passiflora nitida: flavondides (flavononas,
flavonas, agliconas e flavondis), cumarinas, esteroides, fenois, heterosideos cianogénicos,
glicosideos cardioativos, leucoantocianidinas, saponinas, taninos e xantonas. Quanto a sua
atividade farmacologica o extrato de passiflora apresentou atividade anticoagulante,
antiagregante plaquetaria, atividade anti-inflamatéria em edema de pata e atividade
antinociceptiva nos estimulos da dor.

Oliveira 2011 em sua dissertacdo de mestrado descreveu que 0 extrato agquoso
macerado das folhas de Passiflora nitida Kunth possui atividade antioxidante e inibidora de
melanogénese por possuir um maior teor de fendis em sua composicéo.

Montefusco-Pereira 2013 descreve em seu artigo que o extrato hidroetandlico das

folhas de Passiflora nitida resultou em um controle da glicemia de animais diabéticos,
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diminuindo o colesterol e apresentando atividades hipoglicémicas e antioxidantes
demonstrando que a espécie possui um potencial para inibicdo de sindromes metabdlicas.

Teixeira 2014 também cita em seu artigo que o extrato hidroetandlico de Passiflora
nitida possui atividade no metabolismo, prevenindo a hipertrigliceridemia em ratos com dieta
hipercaldrica devido a reducéo da absorcdo de lipidios e inibicdo de lipase pancreética.

De Vargas e colaboradores em 2016 também corrobora com outros autores sobre a
atividade antioxidante do extrato da passiflora pela presenca de fendis em sua composicao.

Em um screening farmacoldgico realizado pelo nosso grupo no Laboratério de
Farmacologia o extrato de Passiflora nitida Kunth apresentou acéo no sistema nervoso central
através do efeito ansiolitico, hipnético no teste de inducdo do sono por barbitdrico e efeito
anti-inflamatorio topico em edema de orelha (dados nédo publicados).

Entdo, assim como outras espécies desse género que possuem propriedades
promissoras no uso terapéutico, a Passiflora nitida Kunth possui constituintes ativos com
potencialidades para fins terapéuticos e contribuem, portanto, para a validagdo do uso popular
do género Passiflora L. Entretanto, os mecanismos exatos das atividades terapéuticas dos
extratos da P. nitida ainda sdo desconhecidos, devendo estes estudos ser acrescidos de
fracionamento, isolamento e testes farmacologicos adicionais, visando a obtencdo de
principios ativos e elucidacdo dos mecanismos de ac¢do, a fim de garantir 0 uso seguro pela
populacéo.

28



2. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a acdo antiepiléptica e neuroprotetora do extrato de Passiflora nitida em modelo

agudo de epilepsia do Lobo Temporal por administracdo de Pilocarpina.

3.2 Objetivos Especificos

- Verificar as alteracGes comportamentais e eletroencefalograficas em animais submetidos ao
“status epilepticus” por administragdo sistémica de pilocarpina analisando o efeito

antiepiléptico do tratamento com extrato de Passiflora nitida.

- Avaliar por histologia o efeito neuroprotetor do extrato de Passiflora nitida através da
contagem de neurdnios integros no hipocampo dos animais submetidos ao “status

epilepticus”.
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3. MATERIAIS E METODOS

4.1 Drogas e Reagentes

Sulfato de atropina 4mg/kg; Pilocarpina 250mg/kg; Fenobarbital® (solucdo oral)
100mg/kg; Extrato Hidroetandlico de Passiflora nitida 200mg/kg solubilizado em solugédo
salina 0,9%; solucéo salina 0,9%, Cetamina 100mg/kg, Xilaxina 10mg/kg, Hidrato de Cloral
500mg/kg, alcool 90%, agua oxigenada (40%), acrilico autopolimeralizante; Solucdo tampé&o
fosfato; Solucdo de formol 4%, agua destilada; alcool 70%; alcool absoluto; parafina; xilol;

cresil violeta, balsamo do Canada, solugéo de alcool etilico em vérias concentracoes.

3.2 Substancia Teste

O extrato hidroetandlico (EHE) de Passiflora nitida foi fornecido pelo professor Dr.
Emerson Silva Lima da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas (FCF) da Universidade Federal
do Amazonas (UFAM), colaborador deste projeto. O extrato foi extraido das folhas de
Passiflora nitida que foram coletadas na Reserva Duque. As folhas foram secas e o0 extrato de
P. nitida foi obtido pelo método de maceracao estatica com 1000 mililitros de solugdo alcool
etilico e 4gua, em temperatura ambiente, por um periodo de sete dias. Apés a filtracdo, o
solvente do extrato foi liofilizado gerando o extrato bruto da planta. A diluicdo do extrato em
solucéo salina 0,9% foi a estipulada para proporcionar uma solugdo homogénea, sem grumos
de residuos, material em suspensdo ou sedimentado. A dose utilizada de 200mg/kg (Figura 5)
foi determinada em experimento prévio, onde esta dose reverteu o0 comportamento convulsivo

eliciado por administracdo de pilocarpina em camundongos.

Figura 5. Extrato hidroetanolico de P. nitida Kunth

Fonte: autoral
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4.3 Animais experimentais

Foram utilizados ratos Wistar machos pesando entre 230-250g, com 30 dias de vida,
criados no Biotério Central do Instituto Butantan e experimentados nas dependéncias do
Laboratorio de Farmacologia do Sistema Nervoso Central do mesmo Instituto. Foi utilizado
um total de 30 ratos, sendo 10 animais por grupo devido a porcentagem de ébitos que o
modelo de inducdo do status epilepticus (SE) apresenta (40% em meédia). Durante todo o
periodo experimental os animais foram mantidos em condigdes controladas de temperatura
(23£2°C), iluminacdo (ciclo claro/escuro de 12 horas) e ra¢do e agua ad libitum. Os
protocolos foram realizados sempre no periodo da manha para evitar variacfes circadianas.
Todos os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com as normas do
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), e supervisionados
pela equipe de veterinarios vinculados a CEUA/IB. Certificado do projeto na CEUA/IB de n°
4304060919 (1D 001898).

4.4 Procedimento Cirargico para Implantacéo de Eletrodos

Os animais foram anestesiados com solucdo de Cetamina 100mg/kg e Xilasina
10mg/kg por via ip e Hidrato de Cloral 500mg/kgl ip nas doses de 0,5 ml cada. Apds a
fixacdo da cabeca do animal em aparelho estereotaxico, o tecido subcutaneo foi aberto através
de incisdo longitudinal medial, seguida de remocdo do peridsteo, lixamento da superficie
Ossea, perfuracdo da diplo e craniana e implantacdo de eletrodos bipolares na regido CA1 do
hipocampo dorsal cujas coordenadas foram determinadas anteriormente pelo Atlas
Estereotaxico de Paxinos, Watson (1982) (antero-posterior —4,8mm; médio-lateral 3,5mm e
dorso-ventral 3,5mm para o eletrodo bipolar, a partir do bregma). O sistema foi fixado por
parafusos presos a caixa craniana e polimero de acrilico + acrilico autopolimerizante. A pele
foi suturada e o eletrodo ficou exposto (Figura 6). O eletrodo permaneceu ligado a um micro
conector de 5 saidas. Apds a cirurgia os animais permaneceram alojados individualmente por

3 a 5 dias antes da inducédo do SE.
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1. Encaixe do animal na 2. Abertura, incisdo e 3. Implantacdo  dos
mesa estereotaxica perfusao eletrodos

Eaan

| 4. Fixacdo em acrilico I I 5. Sutura I I 6.Animal recuperado I

Figura 6. Esquema do processo cirurgico e pos-cirdargico de um animal experimental

Fonte: autoral

4.5 Modelo Experimental para indugdo da epilepsia

Os ratos foram pesados e separados em 3 grupos para inducdo do SE. Todos 0s
animais receberam inicialmente um pré-tratamento com sulfato de atropina (4mg/kg ip), para
minimizar os efeitos periféricos causados pela pilocarpina, 30 minutos antes da pilocapina e
depois receberam uma dose Unica de (250mg/kg ip) de pilocarpina. Apds a administracdo de
Pilocarpina os animais foram colocados em caixas de vidro e as crises convulsivas foram
avaliadas pela escala de Racine (1972). Na escala de Racine considera-se classe I=
automatismo orofacial e hipoatividade; classe 1= “wet dog shake” e tremor corporal; classe
1= clonia das patas; classe 1V= elevagdo de membros anteriores e clonia; classe V=
elevacdo e perda de postura (queda). Somente 0s animais que alcancaram as classes 3, 4 e 5
da escala foram utilizados, pois as caracteristicas fisiopatologicas da ELT s6 sdo observaveis
apos 0s animais alcancarem este score de convulsdo, sendo que convulsdes mais brandas ndo
deflagram a ELT.

4.6 Tratamentos

Ap6s 30 minutos do primeiro evento convulsivo os 3 grupos receberam os diferentes
tratamentos citados a seguir:
1- Controle: solucdo salina 0,9%, v.o.
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2- Controle positivo: Fenobarbital 200mg/Kg v.o
3-Tratamento: Extrato hidroetandlico de Passiflora nitida 200mg/kg, v.o

Apdbs a administracdo dos tratamentos citados acima, os ratos foram conectados ao
Biopac através de cabo ligados ao microconector no cérebro dos animais para o registro da
atividade elétrica cerebral e observados quanto as alteragdes comportamentais e sintomas

convulsivos por 4 horas.

4.7 Registro da Atividade Elétrica Cerebral

Os animais foram colocados nas caixas de vidro isoladas em uma gaiola de Faraday
(Figura 7) por 20 min antes de qualquer manipulagdo para se acostumarem ao novo ambiente.
Em seguida foram submetidos ao registro eletroencefalografico prévio (15 min antes das
administracdes) para os parametros eletroencefelograficos basais, € por um periodo de 4 horas
seguidas apds a administracdo da Pilocarpina (v.ip.) e dos tratamentos (v.0). O conector foi
ligado ao computador por um cabo flexivel e o sinal foi decodificado e registrado pelo sistema
Biopac de aquisicao.

Foram gravados os registros das 4 horas de atividade elétrica cerebral com
concomitante observacdo comportamental para entdo quantificar os parametros espiculas,
descargas moderadas e descargas intensas, considerados como atividade eletrografica

epileptiforme e foram analisados nos tempos inicial, parcial e total de registro.

Figura 7. Gaiola Faraday e Sistema Biopac

Fonte: autoral
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4.8 Eutanasia e Perfusao

Para eutanasia os animais foram colocados em uma camara de CO2 e perfundidos
através da abertura do torax para expor o coracdo. O ventriculo esquerdo foi puncionado e
conectado a uma bomba de perfusdo com solucdo tampdo fosfato primeiro, depois foi
conectado a outra bomba com solucédo de formol a 4% (Figura 8). Os animais foram entéo
decapitados e seus cerebros removidos e colocados em formol por uma semana sob-

refrigeragédo.

Figura 8. Bombas de Perfusdo para trocas de formol e tampéo fosfato

Fonte: autoral

4.9 Processamento histoldgico do tecido

Os cérebros foram desidratados e emblocados no Laboratério de Farmacologia do
Instituto Butantan através de trocas de alcool absoluto, xilol e por fim parafina. Os blocos
entdo foram trazidos para o laboratorio de Histologia da UFAM, sob responsabilidade do
Prof. Dr. José Fernando Marques Barcellos, para realizacdo dos cortes coronais de 10
micrOmetros em microtomo. As amostras de tecido foram entdo fixadas em laminas e ficaram

na estufa a 60°C por tempo suficiente para remocéo de parafina residual nas laminas.

4.10 Processo de coloragéo com Cresil Violeta

ApoOs a remocdo de parafina das laminas, estas passaram pela bateria de coloragdo
primeiramente padronizada no Laboratério de Farmacologia do Sistema Nervoso Central do
Instituto Butantan em S&o Paulo, no ano de 1995 e posteriormente adaptada pelo laboratorio

de Farmacologia da UFAM. A coloracdo seguiu esse protocolo: 1- Xilol I por 5 minutos, 2-
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Xilol 1l por 5 minutos, 3- alcool absoluto por 5 minutos, 4- alcool 70% por 5 minutos, 5- &gua
corrente, 6- Cresil violeta por 15 minutos, 7- &gua corrente, 8- alcool 70%, 9- &lcool absoluto,
10- xilol I 1 minuto e 11- xilol Il por 1 minuto (Figura 9). Posteriormente, adicionou-se na
superficie da lamina balsamo do Canada e foram colocadas laminulas sobre os cortes. Foi
realizada a retirada do excesso do balsamo das laminas utilizando lamina de bisturi e limpas
com solucdo &lcool/éter 50% sendo em seguida organizadas e guardadas para que pudessem

ser analisadas.

Figura 9. Laminas coradas com cresil violeta

Fonte: autoral

4.11 Contagem de neurdnios integros

As laminas foram analisadas em microscopio 6ptico com aumento de 4x, 10x e 40x e
com o auxilio de um reticulo de 10um? foram contados 0s neurdnios que apresentavam
nucléolo integro, no campo delimitado pelo reticulo nas regibes CAl, CA3 e GD do
hipocampo dorsal. Foram avaliadas 4 quatro laminas por animal no aumento de 40x para

contagem e andlise estatistica.
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4. RESULTADOS

Entre trés e cinco dias apos a cirurgia de implantacdo de eletrodos (descrito no item 4 da
metodologia), os ratos estavam saudaveis e recuperados da cirurgia. Entdo foram pesados,
conectados ao sistema de registro por 15 min (registro prévio basal), em seguida foram
tratados com atropina (4mg/kg) e ap6s 30 minutos foram induzidos ao SE por administracdo
de 250mg/kg de pilocarpina, continuamente conectados a um sistema de registro
eletroencefalografico (EEG) Biopac. Trinta minutos ap6s o primeiro evento convulsivo 0s
animais receberam os diferentes tratamentos (solucdo salina, fenobarbital e o extrato de
Passiflora) e por 4 horas consecutivas ap6s a administracdo da pilocarpina avaliamos o
comportamento geral dos animais, alteragdes no EEG e a o0 escore de convulséo destes. Todos
0S animais apresentaram escore entre 3 e 4, necessario para gerar lesdo neuronal sem provocar
mortalidade. A reducdo de 300mg/kg para 250mg/kg de pilocarpina foi essencial, pois
proporcionou um escore convulsivo mais brando, porém dentro dos pardmetros de SE capaz
de gerar alteracdes eletroencefalograficas e amena lesdo neuronal, porém diminuindo o
sofrimento dos animais bem como a incidéncia de 6bitos. Ao finalizar o registro os animais
foram transferidos para suas caixas e 0s demais procedimentos foram realizados (itens de 4.8-
4.11) para obtencdo dos resultados a seguir. Os procedimentos foram acompanhados pela
equipe de veterinarios do Instituto Butantan, vinculados a CEUA e ao Biotério do Instituto,
para verificacdo do estado dos animais pré e pos-cirdrgico e do escore convulsivo destes.

5.1 Estudo Comportamental

Os animais em teste foram divididos em trés grupos: Salina, Fenobarbital e
Passiflora onde cada grupo foi composto por 6 animais (nimero de animais que sobreviveram
a cirurgia de implantacdo de eletrodos), estes foram induzidos ao SE por administracdo de
Pilocarpina e avaliados de acordo com a intensidade das crises. No periodo médio de 2
minutos surgiram 0s primeiros eventos pré-convulsivos como: imobilidade, automatismos
faciais, mioclonia de face e movimentos mastigatorios (score 1-2). A partir dos 5 minutos 0s
eventos se intensificaram, apresentando clonias de patas anteriores, posteriores e elevacoes
(score 3-4). Essas alteragdes motoras continuas foram registradas e descritas na tabela 1 de
acordo com os eventos de cada grupo antes do tratamento, durante a primeira hora do

tratamento e registro final do tratamento.
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Tabela 1. Registro de alteragdes motoras continuas em resposta aos tratamentos de Salina,

Fernobarbital e Passiflora de acordo com a escala de Racine de 1985.

Grupos Antes do tratamento | Primeira Hora Quarta hora

Salina Mioclonia, Clonia de | Mioclonia, Clonia | Mioclonia, Clonia
ambas as patas, | de ambas as | de ambas as patas,
movimento patas, movimento | movimento
mastigatdrio, tremor, | mastigatorio, mastigatorio,

pulo, cavando e |tremor, pulo e |tremor, pulo e

agitacéo cavando e | cavando
agitacéo
Fenobarbital Mioclonia, Clonia de | Letargicos, Miclonia fraca,
ambas as  patas, | desequilibrados, | movimento de
movimento movimento cabeca, pulos
mastigatdrio, tremor | mastigatorio, esporadicos,
e girando tremor e deitados | movimento
de lado mastigatorio menor
Passiflora Mioclonia, Clonia de | Movimento Miclonia fraca,
ambas as  patas, | mastigatorio e | movimento de
movimento mioclonia de | cabega, pulos
mastigatorio, tremor, | menor esporadicos

pulo e tremor | intensidade  em
corporal intervalos
espacados e de

menor duracéo

Todos 0s grupos apresentaram eventos convulsivos de score 3 e 4 antes do
tratamento, mas quando comparamos as alteracdes motoras do grupo salina com os demais
grupos é possivel perceber que seus eventos foram iguais do inicio ao fim demonstrando um
maior periodo de crises convulsivas persistentes.

O grupo tratado com Fenobarbital antes do tratamento mostrou-se igual ao grupo
salina, mas na primeira hora do tratamento demonstrou menos agitacdo, um periodo de
letargia e sedacéo, apresentando na Gltima hora de registro uma severidade menor das crises,

quando comparado ao grupo salina.

37



Os animais do grupo tratado com o extrato de Passiflora apresentaram na primeira
hora de registro eventos convulsivos semelhantes aos dos demais grupos, porém, nas
primeiras horas apés o tratamento apresentou eventos de menor severidade, com intervalos
maiores entre um evento e outro e no final do registro o grupo Passiflora demonstrou um
melhor controle da crise, com comportamentos mais equilibrados e proximos da normalidade.
O grupo tratado com Passiflora apresentou comportamento ativo diferindo do grupo tratado

com Fenobarbital, que apresentaram sedacdo e letargia.

5.2 Alterac0Oes Eletroencefalograficas

Como foi demonstrado na tabela 1 os animais apresentaram alteragdes
comportamentais, sendo estas acompanhadas por alteracdes elétricas observadas pelo tracado
eletroencefalografico do cértex e hipocampo. Conforme o tracado eletroencefalografico se
modifica o comportamento do animal é influenciado, sendo possivel a deteccdo do
estabelecimento do SE induzido pela pilocarpina. A principio, o registro a ser observado € o
estado basal demonstrado na Figura 10 onde visualizamos o registro prévio com tracado
eletroencefalografico do cortex e hipocampo com amplitude e frequéncia sem alteracdo nos
animais, confirmando que o eletroencefalograma de um animal sadio e com a cirurgia de
implantacdo de eletrodo realizada de maneira correta, ndo apresenta alteracdes elétricas no

cortex e hipocampo no periodo antes da indu¢éo do SE.

CORTEX

P g Ao e

I HIPOCAMPO

Figura 10. Representacdo de registro prévio de um animal antes da indugdo do SE sem
alteracdo epileptiformes.

O indutor do SE (pilocarpina) € administrado no animal e com uma meédia de 2
minutos o animal comeca a apresentar alteracdes motoras de score 1 (automatismo orofacial e
hipoatividade) conforme a escala de Racine de 1972. O tempo passa e 0s comportamentos
referentes ao score 2 a 4 comegam a se manifestar caracterizando o modelo agudo da ELT em
ratos. Com isso o registro eletroencefalografico também se modifica atraves do aparecimento

de descargas com ondas discretas de baixa amplitude de origem hipocampal que se espalham
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para o cortex. Essa descarga torna-se progressiva, ritmica e continua até culminar no SE
(Figura 11,12 e 13) como resultados da alteracéo elétrica do hipocampo e cortex ha eventos
convulsivos de maior duragdo e frequéncia. Quando ndo interrompidas, essas descargas
elétricas de longa duracdo podem evoluir para um estado de tdnus generalizado, levando o
animal ao 6bito. Em nosso estudo nenhum animal veio a 6bito durante a inducdo do SE por

pilocarpina na dose de 250 mg/kg.
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Figura 11. Representacao de registro de um animal apresentando espiculas agrupadas de
pequena amplitude.
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Figura 12. Representacdo de registro de um animal com espiculas agrupadas de
grande amplitude

Figura 13. Representacéo de Registro de um animal apresentando descarga intensa.
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Ap0ls a administracdo dos tratamentos (fenobarbital e o extrato) os animais tende a
apresentar menos episodios de espiculas agrupadas e descargas de menor intensidade com
tendéncia a se normalizar, assim como sinais comportamentais de recuperacéo (Figura 14 e

15) tendendo ao estado de reversdo das convulsdes.

CORTEX
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Ll HH..IH.lll.r.;lmu'nl.gu'.i'.ll'lllnml T

Figura 14. Representacdo de registro de animal com descargas moderadas.

l HIPOCAMPO

T

Figura 15. Representacdo de registro de animal com espiculas isoladas.

O tempo total das alteracdes elétricas de cada animal foi computado e a média de cada
grupo foi representada na Figura 15 (ANOVA de multiplas comparacdes seguida de teste de
Tukey).
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Figura 16. Média + DPM do Tempo total das alteracdes eletrograficas em quatro
horas de registro: A. Espiculas agrupadas no cortex e/ou hipocampo; B. Descargas
moderadas em cortex e/ou hipocampo. ANOVA seguido de teste de Tukey Kramer
com * p<0,05 ** p<0,001 em relagdo ao grupo controle.

Os dados demonstrados na Figura 16 ndo notificam as descargas intensas, pois
somente dois animais apresentaram descargas intensas com um tempo médio de 86 segundos
e um numero de episadios inferiores a 4 nessa condi¢do. Isso estd de acordo com a bioética
estabelecida pela CEUA do Instituto Butantan, e como resultado positivo ndo obtivemos
nenhum ébito por convulsao severa.

Na Figura 16 A os animais tratados com Salina continuaram apresentando alteracfes
que resultaram em espiculas agrupadas de grande amplitude demonstrando que ndo houve
mudangas significativas de resolucdo da convulsdo neste tratamento. Este mesmo grupo
apresentou descargas intensas e agrupadas ap6s a administracdo de solugdo salina e
mantiveram 0s comportamentos convulsivos do inicio ao fim do registro. O grupo tratado
com Fenobarbital apresentou uma depresséo transitdria (comportamento letargico e sedacdo)
no EEG com alguns eventos convulsivos de menor frequéncia apos a administracdo do
antiepilético, mas ainda assim permaneceu apresentando alteracdes elétricas com tempo total
semelhante ao grupo controle, porém de menor amplitude e com comportamento convulsivo
abrandado. Observando o grupo tratado com o extrato de Passiflora e comparando com 0s
demais grupos, este apresentou uma diferenga significante (p<0,05) em comparagdo ao
controle no tempo total de espiculas agrupadas, apresentando alteragcdes mais brandas no fim

do registro. Sendo assim, o grupo Passiflora apresentou uma menor severidade dos episédios

41



convulsivos, sendo estes mais brandos e espagados com uma menor alteragdo elétrica no
registro apos o tratamento.

Na Figura 16 B o grupo Salina apresentou descargas moderadas em um periodo
maior, pois manteve o comportamento convulsivo até o fim do registro. O grupo de animais
tratados com fenobarbital apresentou descargas moderadas por um menor periodo que 0 grupo
salina, porem sem diferenca significativa. O grupo Passiflora apresentou um tempo total de
descargas moderadas bem menor que o grupo salina e fenobarbital, apresentando o EEG com
menor tempo total de alteracdes elétricas, com uma diferenca significante de p<0,001 em
comparacdo ao grupo controle. Esses resultados demonstram que o extrato de Passiflora
controlou as crises convulsivas tanto no componente de registro elétrico quanto nos eventos
comportamentais, em modelo de inducdo de SE por administragdo de pilocarpina em ratos
Wistar. Os dados obtidos com o Fenobarbital sdo condizentes com o descrito em parte da
literatura, bem como na clinica, pois individuos epilépticos continuam apresentando

alteracOes eletrograficas mesmo sob tratamento com esse farmaco.

5.3 Avaliacao da lesdo neuronal por histologia

As amostras de tecido cerebral foram coletas, processadas, emblocadas e coradas
com cresil violeta para contagem dos neurdnios integros ao microscopico optico nas regides
CAl, CAS3 e giro denteado (GD) no aumento de 40x. A area de contagem dos neurbnios
integros foi delimitada por um reticulo de 10pm? e o foco ajustado antes do inicio da
contagem e ndo foi mais alterado durante o procedimento. Ndo houve diferenca entre o
namero de neurdnios em cada area nos dois hemisférios, entdo efetuou-se a contagem tanto no
hemisfério direito quanto esquerdo. Os resultados baseados nas médias de neur6nios integros
de cada grupo em cada area do hipocampo analisada sdo demonstrados nas figuras 17, 18, 19
e 20.
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Figura 17. Média + DPM do namero de neurdnios integros da regido CA1 do hipocampo
dorsal ap6s o tratamento com solucdo salina (0,9%), fenobarbital 100mg/kg e extrato de P.
nitida. 200mg/kg. ANOVA seguido de teste de Tukey Kramer.

A figura 17 ilustra que ndo houve diferenca significativa no nimero de células apds os
tratamentos em relacdo ao grupo salina na regido CA1 hipocampal, 0 mesmo ocorrendo
guanto a regido CA3 do hipocampo dorsal ilustrado na Figura 18. Com relacdo aos resultados

isso pode ter acontecido devido ao tempo e severidade das crises durante o SE.
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Figura 18. Média + DPM do namero de neur6nios integros da regido CA3 do hipocampo
dorsal apés o tratamento com solucdo salina (0,9%), fenobarbital 100mg/kg e extrato de
P. nitida 200mg/kg. ANOVA seguido de teste de Tukey Kramer

Entretanto ao analisar a média de neurénios integros do GD foi observado que houve
uma reducdo do numero de células nesta regido do hipocampo dorsal no grupo controle
tratado com solucdo salina e esse resultado foi estatisticamente diferente quando comparado
aos outros tratamentos (fenobarbital e Passiflora) conforme as Figuras 19 e 20. Isso demonstra
que o fenobarbital (100mg/kg) e o extrato hidroetanélico (200mg/kg) de Passiflora possuem
um efeito neuroprotetor sobre o GD durante o status epilepticus por inducdo de pilocarpina

em modelo agudo de ELT em ratos.

Figura 19. Fotomicrografia no aumento de 40x na regido do GD do hipocampo dorsal

A- Grupo Salina; B- Fenobarbital; C- Extrato hidroetandlico de P. nitida.
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Figura 20. Média + DPM do numero de neurbnios integros da regido do giro
denteado (GD) do hipocampo dorsal ap6s o tratamento com solucdo salina (0,9%),
fenobarbital e extrato de P. nitida. Teste ANOVA seguido de teste de Tukey Kramer

com * p<0,05 em relacdo ao grupo controle.

45



5. DISCUSSAO

A Epilepsia do Lobo temporal € um disturbio neuroldgico refratario aos tratamentos
farmacoldgicos atuais no qual inUmeras pesquisas se voltam para o desenvolvimento de novos
medicamentos capazes de controlar/prevenir as crises convulsivas dessa condicdo e evitar
efeitos adversos contidos nos medicamentos existentes. As espécies do género Passiflora L.
possuem diversos constituintes quimicos que indicam sua atividade farmacoldgica e seu
potencial para o desenvolvimento de medicamentos com acdo no SNC. A espécie P. nitida
pertence a esse género e ja vem sido descrita na literatura com propriedade antioxidante,
anticoagulante, antiagregante plaquetaria, anti-inflamatorio, hipoglicémico e hepatoprotetor
em roedores, além de apresentar efeito redutor sobre a melanogénese em células de melanoma
murino B16F10. (CARVALHO etal.; 2010; OLIVEIRA, 2011; LIMA etal.; 2012;
MONTEFUSCO-PEREIRA et.al., 2013; TEXEIRA et.al., 2014). Assim como outras espécies
do género, a Passiflora nitida possui acdo no SNC ao apresentar efeito ansiolitico e hipnético
na indugdo do sono por barbiturico, dados obtidos em um screening farmacologico realizado
em nosso laboratério (dados ndo publicados).

Dessa maneira, nosso objetivo foi avaliar os efeitos antiepiléptico e neuroprotetor do
extrato de P. nitida em modelo agudo de ELT por administragdo de pilocarpina (250mg/kQ)
em ratos Wistar através da andlise de alteracdes comportamentais (escala de Racine), elétricas
(EEG) e neurodegeneracéo (histologia).

Os modelos experimentais in vivo baseados em roedores sdo de grande importancia,
pois mimetizam as alteracdes fisiologicas, comportamentais e eletroencefalogréficas
semelhante a ELT em humanos (SMOLENSKY etal., 2019, HEYSIEATTALAB E
SADEGHI, 2021). Além disso, sdo de baixo custo, facil controle, praticidade e conhecimento
guanto as bases neuroanatbmicas, neuroquimicas e comportamentais destes roedores
(LOSCHER, 2011). Os ratos e camundongos sdo os roedores mais utilizados e estes auxiliam
no entendimento da epileptogénese e no desenvolvimento de tratamentos farmacologicos mais
eficientes no controle/prevencéo das crises (SMOLENSKY et.al., 2019).

Um dos modelos mais usados na inducdo da ELT em roedores € o modelo PILO no
qual a administragdo intraperitoneal sisttmica de pilocarpina (~360mg/kg) € capaz de
desencadear alteracbes comportamentais, elétricas recorrentes e espontaneas e dano cerebral.
Essas alteracdes sdo divididas em 3 periodos: agudo, latente e cronico (TURSKI et.al., 1983,
CARVALHEIRO 1995). O modelo agudo de ELT é caracterizado pelo insulto inicial de
crises que evoluem para o estabelecimento do SE que pode se perpetuar por até 24h
(SCORZA et.al., 2009).

46



A pilocarpina € um agonista colinérgico muscarinico extraido da planta Pilocarpus
jaborandi que induz convulsbes limbicas que evoluem para o SE através do
comprometimento da sinalizacdo glutamatérgica/gabaérgica (GOFFIN et.al., 2007, VIZUETE
etal., 2017). Esse modelo envolve neurodegeneracdo, inflamacdo, estresse oxidativo,
alteracdes comportamentais e elétricas no cérebro e possui um indice alto de mortalidade em
roedores (WANG et.al., 2008, CASTRO et.al., 2010, AUVIN et.al., 2010, LIU et.al., 2010).

Estudos recentes apontam que os episodios convulsivos do SE por pilocarpina em
animais experimentais levam a alteracbes neurodegenerativas nas regifes hipocampais
especificas (CAL, CA3 e giro denteado), determinando a esclerose hipocampal na fase aguda
do modelo (MELO et.al., 2016, NIRWAN et.al., 2018).

Como ja descrito anteriormente, a pilocarpina induz a alteragdes motoras durante o
SE que podem ser avaliadas de acordo com a escala de Racine, proposta em 1972, na qual
podemos avaliar o inicio e a gravidade das crises em resposta a pilocarpina administrada de
forma sistémica. A escala de Racine modificada é dividida em 5 fases: 1- automatismo facial,
bucal e hipoatividade, 2- acenar com a cabeca e tremor corporal, 3-clonus de membros
anteriores, 4- elevacdo de membros posteriores e 5- elevacdo corporal e queda. Essas fases
auxiliam na determinacdo das intensidades das crises e pode ser correlacionada com as
alteraces elétricas observadas no eletroencefalograma para acompanhar a fase aguda do SE.

O EEG assim como a escala de Racine sdo facilitadores do diagnostico e da
severidade das crises, sendo que o EEG tem sido utilizado em modelos de inducdo da ELT
para quantificar eventos convulsivos e determinar a confiabilidade dos dados observados pela
escala de Racine durante o status epilepticus (PHELAN et.al., 2015). O EEG é baseado em
eletrodos que captam os sinais elétricos do somatorio de milhares de neurénios em sincronia e
os amplia para demonstrar oscilacdes e mudancas de frequéncias que determinam a presenca
de algumas patologias neuroldgicas (DA MOTA GOMES, 2015). Além disso, 0 EEG é capaz
de ajudar na compreensédo do impacto da gravidade das crises na epileptogénese, entretanto ha
poucos estudos que apresentam dados quantitativos que determinam a gravidade das crises
(SHARMA et.al., 2018).

Com base nesse contexto nosso experimento utilizou o modelo Pilo para induzir
crises convulsivas comportamentais e eletroencegalogréficas como base para avaliar a
atividade anticonvulsiva do extrato hidroetanolico de P. nitida em ratos Wistar. Nossos
achados demonstram que todos os 18 ratos que foram induzidos ao SE pela administragdo
Pilocarpina (250mg/kg) apresentaram alteragfes comportamentais semelhantes durante os 30
minutos de convulsdo que estdo de acordo com a condicdo de ELT, sem reverséo, sem causar

mortalidade, e isso foi observavel pelas fases caracteristicas da escala de Racine 1972. Para
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isso, foi necessario padronizar a dose de Pilocarpina em ratos sem causar a morte nesse
experimento. As doses mais utilizadas nos estudos estdo entre 100-400mg/kg, entretanto
doses acima de 300 mg/kg possuem uma grande porcentagem de dbitos e elevada toxicidade
nas 24h durante o SE (TURSKI et.al., 1983, SANTOS et.al., 2008, COSTA et.al., 2012).

NOs demonstramos atraves dos nossos resultados que apesar das alteracdes tonico-
clénicas terem sido mais brandas, os ratos apresentaram scores entre 3-4 caracteristico da
deflagracdo do modelo agudo de epilepsia do lobo temporal ap6s a administracdo de 250
mg/kg de pilocarpina via intraperitoneal. Esses dados sdo consistentes com outros trabalhos
que utilizaram doses similares para inducdo do SE, como nos estudos de Phelan e
colaboradores 2015 que utilizaram doses de pilocarpina de forma crescente de 175-280mg/kg
para induzir status epilepticus que resultaram no estabelecimento do modelo agudo através de
alteracdes semelhantes as descritas em nossos resultados; e Niwan e colaboradores 2018
também utilizaram uma dose de 260 mg/kg similar a nossa em animais 0 que permitiu o
desenvolvimento do status epileptus mais brandos.

Além disso, nossos resultados confirmam que o SE foi estabelecido no periodo médio de 30
minutos conforme a observacdo de alteracBes comportamentais de score 3-4 semelhante a
outros estudos como de Hanada e paceiros 2014 e Deng e colaboradores 2019. O SE é uma
atividade convulsiva com duracédo igual ou superior a 30 min que esta relacionado com lesao
neuronal irreversivel, refratariedade ao tratamento com antiepilépticos e consequéncias graves
a longo prazo (LOSCHER, 2015). Como nés queriamos observar os efeitos anticonvulsivos
dos tratamentos durante o SE, nés administramos os tratamento nesse periodo e observamos
que o grupo controle (solucdo salina) apresentou alteracdes tonico-clénicas iguais do inicio ao
fim das 4h de observacdo e isso demonstra que é necessario uma terapia eficiente para
suprimir as crises convulsivas a partir dos 30 min de eventos convulsivos continuos. Por isso,
utilizamos o fenobarbital (100mg/kg) como um FAE de primeira geracdo para observar sua
acao durante o SE. O fenobarbital ¢ um antiepiléptico muito utilizado na clinica devido ao
baixo custo, eficacia e longa experiéncia na clinica e possui efeitos sedativos prolongados,
hipnoticos e anticonvulsivos por potencializar a neurotransmissdo gabaérgica e prolongar a
abertura de canais de CI" (AUVIN, 2014). Além disso, os efeitos antiepilépticos do
fenobarbital aparecem de forma mais lenta, causando frequentemente sedacdo e letargia
duradoura apés o tratamento. (SIMON et.al., 1985, CAPACIO et.al., 1992, JACKSON et.al.,
2019). Essas descri¢des sobre o fenobarbital ddo embasamento para o seu uso no tratamento
da ELT e estdo de acordo com os resultados observados em nossos experimentos nos quais o
fenobarbital na dosagem de 100 mg/kg apresentou uma reducdo da gravidade das crises

convulsivas nos ratos, sedacao e letargia apds a sua administracdo oral, com concomitante
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diminuicdo da intensidade da crise convulsiva, sendo essa diminuicdo variavel entre os
animais do grupo. Um estudo realizado por Jones e colaboradores em 2002 demonstra que 10
minutos apds o score 3 da escala de Racine 1972 os ratos ndo reverteram as crises
independente das doses utilizadas (2,5-100mg/kg) de fenobarbital, esse estudo é consistente
com nossos dados, Vvisto que o tratamento com fenobarbital atenuou, porém ndo suprimiu os

eventos convulsivos comportamentais e elétricos.

O uso do extrato hidroetandlico de P. nitida (200mg/kg) neste experimento levou a
um controle das crises, sem causar sedacdo e letargia nos animais, apresentando intervalos
maiores entre um evento convulsivo e outro. Essa dose foi padronizada em experimentos
desenvolvidos no laboratorio de Farmacologia/DCF/UFAM. A dose de 200mg/kg nédo
apresentou toxicidade e produziu efeitos anticonvulsivos através da reversdo das crises tanto
em modelo agudo como em modelo crénico de ELT induzido por pilocarpina em
camundongos Swiss. A P. nitida possui diversos constituintes quimicos em sua composicéo e
estes sdo responsaveis pelos diversos efeitos terapéuticos das espécies de Passiflora, sendo os
flavonoides os majoritarios. Um desses efeitos esté relacionado com a atividade antioxidante
ja descrita para este extrato (CARVALHO et.al., 2010, OLIVEIRA, 2011, DE VARGAS
et.al., 2016).

A atividade convulsiva induzida por pilocarpina leva a um aumento da producéo de
substancias oxidantes no tecido neuronal, através do aumento da liberacdo de glutamato,
aumentando o influxo de calcio e da quantidade de radicais livres, deflagrando morte celular
(PESTANA etal, 2010, CARDENAS-RODRIGUEZ etal., 2013). Estudos atuais
demonstram que a presenca dos flavonoides em diversas espécies de plantas tem acdo
antiepiléptica através da inibicdo de diversas enzimas relacionadas a producdo de radicais
livres e a modulacdo de receptores de GABAA e canais de CI, pois sdo estruturalmente
similares aos benzodiazepinicos (CHOUDHARY E SWARNKAR, 2011, DINIZ et.al., 2015).
Nassiri-Asl e colaboradores (2008) relata o efeito antiepilético do extrato de Passiflora
incarnata em camundongos Balb-c, atribuindo ao alto teor de flavonoides (4% do extrato
seco) esse efeito. Administrado previamente ao pentilenotetrazol (PTZ), o extrato inibiu a
mortalidade em 100% dos animais, além de atenuar as crises convulsivas eliciadas pelo PTZ,
efeito este revertido pela administracdo de flumazenil (antagonista GABAA) e naloxona
(antagonista opioide), demonstrando que pelo menos em parte, 0 extrato atua via agdo em
receptores GABA e opioides.

Esse efeito antiepiléptico observado nos nossos resultados € referido também por

Elsas e colaboradores (2010) com o extrato de Passiflora incarnata na dose de 100 mg/kg
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promoveu reducdo na frequéncia e na severidade das crises induzidas por PTZ em
camundongos, com possivel agdo sobre os receptores gabaérgicos segundo a conclusdo dos
autores. Em outro estudo também é possivel verificar que o extrato hidroetanolico de P.
incarnata (150, 300 e 300 mg/kg) levou a uma diminuicdo dos eventos convulsivos induzidos
por PTZ e um efeito protetor contra a depressdo pos-ictal que acomete animais experimentais
e pacientes na clinica, em razéo das convulsdes repetidas ou pelo uso de antiepiléticos que por
si induzam um quadro depressivo como efeito adverso (SINGH et.al., 2012). Esses dados de
outras espécies do mesmo género, demonstram que, apesar de ndo conhecermos de fato como
0 extrato hidroetanolico da espécie P. nitida reduz a gravidade dos eventos convulsivos,
entendemos a partir deste experimento que o extrato possui potencial no tratamento da ELT
induzida por pilocarpina em ratos, e que apds mais estudos seja possivel transpor essa
terapéutica para clinica.

Entretanto, vale ressaltar que a principal forma para detectar, avaliar e diagnosticar
as crises epilépticas é atraves do eletroencefalograma. Os dados obtidos durante as 4h de
registo do eletroencefalograma em nosso experimento corroboram com os resultados das
alteracdes motoras descritas acima. Para deteccdo das alteracfes elétricas € necessario 0 uso
de sistemas de aquisicdo de registro, neste experimento utilizamos o sistema Biopac que nos
auxiliou na amplificacdo, reducdo de ruidos e deteccdo de descargas epileptiformes. A
presenca de descargas, sua frequéncia, repeticdo e amplitude determinam a gravidade do SE
em ratos (AL SAWAF, 2020).

A exposicdo dos animais a pilocarpina resulta em alteracdo da atividade cerebral
(crises epilépticas recorrentes) observaveis pelo eletroencefalograma. Essa atividade elétrica
alterada ocorre através da atividade anormal e excessiva dos neurdnios iniciando nas regifes
corticais (CHEN et.al., 2015).

Treiman e colaboradores 1990 determinaram que existem 5 padrdes identificaveis de
descargas elétricas que ocorrem durante todo o periodo de status epilépticus em humanos e
animais ndo tratados durante 24h. Esses 5 padrdes séo definidos em 1- descargas discretas, 2-
descargas com diferencas de amplitudes e frequéncias, 3- descarga ictal continua de alta
amplitude, 4-atividade ictal continua com achatamento das espiculas 5- descargas ictais
periddicas caracteristicos do periodo latente do SE.

Dessa maneira, nossos resultados demonstram que todos os animais atingiram o
padroes 2 e 3 de descargas ictais durante os 30 minutos que antecedem os tratamentos.
Entretanto, apartir dos 30 minutos houve a administracdo dos tratamentos e mudanga nos
padrdes anteriores. O grupo tratado com solucdo salina apresentou espiculas ictais agrupadas

de alta amplitude com descargas intensas e moderadas de padrdes 2 e 3 por um maior periodo
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demonstrando que a solucdo salina ndo é capaz de reverter as alteracGes elétricas causadas
pela administragdo de pilocarpina intraperitoneal e isso tambeém se relaciona com o padrdo
comportamental observado pela escala de Racine 1972.

O grupo tratado com fenobarbital 100 mg/kg apresentou descargas de menor
amplitude e frequéncia durante as primeiras horas devido ao efeito sedativo e antiepiléptico
caracteristico da droga, mas ndo obteve resultado significativo quando comparado ao grupo
controle no final do registro. Além disso, esse grupo continuou apresentando espiculas
agrupadas e descargas moderadas com menor intensidade, mas sem diferenca no tempo total
de alteragdes, contudo sem evoluir para deflagracdo de descargas intensas, fato que ocorreu
em dois animais do grupo salina, durante as 4h de registro. De acordo com alguns estudos
clinicos e em animais do SE as convulsdes superiores a 30 minutos sdo dificeis de controlar
por medicamentos antiepilépticos, pois levam a alteraces no receptor GABAA 0 que pode
explicar a perda de agdo dos benzodiazepinicos e barbitdricos (LOSCHER, 2007).

Os estudos atuais relacionados com a atividade do fenobarbital sobre o registro
elétrico em modelo agudo de ELT por pilocarpina em roedores sdo escassos, em sua maioria,
descrevem sua acdo em modelos cronicos, na prevencao das crises e em modelos que utilizam
neonatos com outros tipos de inducdo. Brandt e colaboradores 2004 demonstraram em seus
experimentos que o fenobarbital apresenta efeitos anticonvulsivos diferentes em ratos ap6s a
inducdo da SE pela estimulacdo elétrica da amigdala basolateral em modelo crénico de ELT.
Em seu experimento de 2014 ele tratou ratos epilépticos com fenobarbital por duas semanas
com diversas doses didrias e observou gque 64% dos ratos responderam bem ao tratamento e
36% dos ratos ndo responderam ao controle das crises mesmo em doses altas e até
apresentaram uma frequéncia maior de crises do que antes do tratamento, demonstrando que
essa porcentagem de ndo respondedores esta ligada com a resisténcia ao fenobarbital
observada através da deteccdo de descargas no EEG.

Compreender esses mecanismos de resisténcia € importante para prevenir e reverter o
desenvolvimento das crises, afinal a melhor forma de prevenir as crises epilépticas refratarias
é através do interrompimento do SE.

Os resultados obtidos do EEG em ratos tratados com o extrato hidroetandlico de P.
nitida (200 mg/kg) demonstram que o extrato nessa dose conseguiu apresentar um melhor
controle sobre as crises atraves da presenca de espiculas agrupadas discretas (padréo 1 e 2 de
Treiman) e descargas moderas em intervalos maiores de tempo quando comparada ao grupo
controle e fenobarbital. Esses resultados s&o consistentes com os resultados das alteracGes
motoras j& relatadas aqui anteriormente. Isso nos sugere que 0 extrato possui acao

antiepiléptica ao reduzir a intensidade e o tempo total das alteracoes elétricas no EEG além de
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amenizar o comportamento convulsivo. Apesar da necessidade de mais experimentos, uma
possivel explicagdo para esses efeitos seria a reducdo das espécies reativas de oxigénio, que
sdo aumentadas pela pilocarpina durante o SE, uma vez que o extrato é antioxidante; e pela
presenca de flavonoides em sua composicao, pois existem evidéncias de que os flavonoides
sdo capazes de se ligar aos sitios dos receptores GABAAa e isso reduz a frequéncia e a
intensidade das crises (MARDER E PALADINI, 2002, DINIZ et.al., 2015). Assim como 0
fenobarbital, os estudos atuais utilizando espécies de Passiflora L no controle das descargas
ictais em modelos agudos de ELT sdo escassos, necessitando de mais pesquisas voltadas para
esse assunto. O que se sabe é que 0s extratos das espécies de Passiflora (P.alata, P. foetina,
P.caeurela, P. tenuifila controlam os eventos convulsivos motores em ratos e que o extrato
hidroetanolico da espécie P. incarnata além de controlar as crises e reduzir sua severidade
também apresenta eficacia sobre a depressdo pos-ictal observada em modelo crénico de ELT
por inducdo por PTZ (OGA et.al., 1985, SINGH et.al., 2012, ASEERVATHAM et.al., 2020,
HOLANDA et.al., 2020). E necessario que novos estudos sejam realizados para demonstrar
por qual mecanismo o extrato de P. nitida atua na reducéo da severidade de crises em modelo
agudo de epilepsia do lobo temporal por pilocarpina e quais compostos quimicos atuam nesse
processo.

Para avaliar a neurodegeneragédo causada pela administragéo sistémica de Pilocarpina
250mg/kg nos cérebros dos ratos, analisamos através da contagem de neurénios integros, a
perda neuronal nas regibes CAl, CA3 e giro denteado. Sabemos que a ELT leva a
neurodegeneracdo de areas sensiveis no hipocampo, como as células especificas do corno de
Ammon CAL, CA3 e células do GD, por isso escolnemos essas areas para nossa avaliagéo.
Nossos resultados demonstram que o grupo tratado com fenobarbital 100mg/kg e com extrato
hidroetandlico de P. nitida ndo tiveram perda neuronal significativa apds 4 horas de SE
comparada ao grupo controle e que apenas o grupo controle tratado com solucdo salina
apresentou perda neuronal registrada na regido do giro denteado (GD).

A duracdo do SE e a severidade das crises estdo relacionados com o grau de
neurodegeneracdo e, portanto, conhecer o perfil do dano neuronal é importante para
compreender os mecanismos envolvidos e planejar a intervengdo de drogas neuroprotetoras
no inicio do SE. Em um estudo realizado por Fujikawa 1996 ele observou a evolucdo do dano
neuronal em ratos Wistar apds a administracdo de pilocarpina (400mg/kg-500mg/kg) via
intrapenitoneal e observou que ap6s 40 min de SE houve uma lesdo leve no giro denteado
dorsal e ventral e que essa lesdo foi aumentando conforme as horas passavam. Carvalheiro e
colaboradores 1996 também observaram que ao induzir status epilepticus por pilocarpina

300mg/kg em camundongos houve perda neuronal de 72% no GD em modelo crénico pés SE.
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Alguns autores descrevem uma suscetibilidade inicial dos neurdnios do giro
denteado, que incluem células granulares, células musgosas e interneurdnios gabaérgicos, e
esta degeneracéo inicial leva a uma neuroplasticidade com reorganizacdo de sinapses no giro
denteado. Essa nova dinamica pode contribuir para sincronizar a hiperexcitabilidade induzida
pela perda dos interneurénios durante o periodo de siléncio do modelo de pilocarpina, levando
ao aparecimento de crises cronicas. (ANDRE et.al., 2001). No circuito hipocampal, as células
granulares DG sdo o primeiro estadgio de processamento da alga trissinéptica, recebendo
informacdes do cértex entorrinal e enviando projecdes para a regido CA3. Apos a perda de
interneurdnios gabaérgicos ha uma reducéo da inibicéo de células granulares no giro denteado
e essa vulnerabilidade a excitacdo é descrita por vérios autores (HENSHALL, 2007,
KURUBA etal., 2011, MARX etal., 2013, SCHARFMAN, 2016). Os interneuronios
gabaérgicos sdo abundantes no GD e séo perdidos durante o ELT tanto em humanos como em
animais diminuindo as sinapses inibitorias com as células granulares do GD e aumentando as
conexBes excitatérias com outras regides do hipocampo (HOFMANN etal., 2016). As
convulsbes aumentam a neurogénese e essas novas células migram para as regides ectdpicas,
incluindo o hilo do GD (ZHAN E NADLER, 2009). Um estudo realizado por Do Nascimento
e colaboradores 2012 demonstrou que apés 3h da inducdo do SE foi possivel observar que a
camada de células granulares do GD foi a &rea com maior dano neuronal do que outras areas
do hipocampo. Essas células possuem receptores glutamatérgicos permeéveis a Ca** e isso
explica a susceptibilidade ao dano nessa regido. Pois o0 influxo excessivo de Ca2* levam a uma
sobrecarga intracelular ativando vias metabdlicas através da formacao de radicais livres que
medeiam a morte celular (ARUNDINE E TYMIANSKI 2003).

O giro denteado apresenta algumas fungdes dentro do hipocampo, sendo as
principais: separar padrdes (distinguir estimulos), segregar novas e velhas memdrias e formar
novos neurbnios (neurogénese). Por estar envolvido na atividade cognitiva é importante
aprender sobre o que os danos nessa regido causam, pois umas das maiores consequéncias da
ELT é no aspecto cognitivo.

N&o ha dados descritos na literatura que comprovem que o giro denteado é a primeira
regido a sofrer danos na clinica, mas os estudos demonstram que a administracao sistémica de
pilocarpina leva a mudancas das regides do GD com relacdo a reorganizacdo de circuitos,
dispersdo de células e neurogénese favorecendo a disseminagdo da ELT, pois essas novas
células utilizam o glutamato como neurotransmissor levando a um aumento da excitabilidade.
Esse achado histopatoldgico comum pode ser observado tanto em animais como em humanos
(ARELLANO et.al., 2004, GUALTIERI et.al., 2013, CURIA et.al., 2014).
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Nossos resultados demonstram que tanto o fenobarbital como a P.nitida tiveram
efeitos neuroprotetores contra a neurodegeneracdo no GD em ratos apos a administragdo de
pilocarpina, entretanto faz-se necessario mais estudos para avaliar qual mecanismo do extrato
hidroetandlico de P. nitida esta envolvido nessa protecéo.

Nos padrbes experimentais utilizados por ndés neste estudo, as regides CAl e CA3
ndo sofreram lesdo neuronal mesmo nos animais do grupo salina. Esse dado é facilmente
explicado devido a dose minima de 250mg/kg de pilocarpina e a presenca de convulsées mais
brandas.
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6. CONCLUSAO

¢ O extrato hidroetanolico de P. nitida na dose (200mg/kg) administrada por via oral, possui
efeito antiepiléptico ao reduzir as crises convulsivas em ratos, atenuando estas crises,
tornando-as mais brandas e espagcadas sem causar sedac¢do nos animais, ficando estes ativos

durante 4h de observacao.

e O extrato foi capaz de diminuir o tempo das descargas moderadas e a presenca de
espiculas agrupadas durante as 4h de registro em modelo agudo de epilepsia do lobo

temporal demonstrando, ter potencial para o controle das crises.
e O extrato hidroetanolico de P. nitida possui efeito neuroprotetor sobre a regido do giro

denteado, ao reduzir a perda de neurdnios apds o status epilepticus em modelo agudo de

epilepsia do lobo temporal em ratos.
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9. ANEXOS

: Comissio de Etica no
! b butantan Uso de Animais

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada *Avaliagio dos efeitos neuroprotetor e antiepiléptico do extrato de Passiflora nitida em
modelo agudo de epilepsia do lobo temporal®, protocolada sob o CEUA n? 4304060919 (o co1s9e), sob 3 responsabilidade de Ana
Leonor Abrahao Nencioni e equipe; Geane Antigues Lourengo - que envolve a produgido, manutencio elou utilizagdo de animais
pertencentes 3o filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - esta de acordo com
0s preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), e fol aprovada pela Comissao de Etica no Uso
de Animais do Instituto Butantan (CEUAIB) na reunido de 17/10/2019.

We certify that the proposal “Evaluation of the neuroprotective and antiepileptic effects of Passiflora nitida extract in the mode! of
acute temporal lobe epilepsy”®, utilizing 30 Heterogenics rats (30 males), protocol number CEUA 4304060919 jo to1sss), under the
responsibility of Ana Leonor Abrahdo Nencioni and team, Geane Antiques Lourengo - which involves the production,
maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific
research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of july 15, 2009, as well as with
the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic
Committee on Animal Use of the Butantan Institute (CEUAIB) in the meeting of 10/17/2019.

Finalidade da Proposta: Pesquisa

Vigéncia da Proposta: de 10/2019 a 12/2019 Area: Farmacologia

Origem: Biotério Central

Espécle: Ratos heterogénicos sexo: Machos idade: 2 a3 meses N 30
Unhagem: Wistar Pesa: 18032209

Local do experimento: Laboratdrio de Farmacologia

Sdo Paulo, 02 de junho de 2020

dthue (amer fucne Qi

Maria Leonor Sarmo de Oliveira Nancy Oguiura
Coordenador da Comissdo de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenadora da Comissdc de Etca no Uso de Animais
Instituto Butantan Instituto Butantan
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