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Resumo

A Clibadium sylvestre é largamente distribuida na regido amazbnica, onde é
conhecida como cunambi ou cunhambi, e sua ingestdo causa embriaguez, ou
mesmo morte dos peixes, demonstrando propriedade ictiotéxica. Os compostos
existentes nas folhas da Clibadium sylvestre sdo poderosos estimulantes do sistema
nervoso central, suas folhas contém substancias com potencial convulsivante. As
alteracOes eletroencefalogréficas, crise convulsiva e os efeitos de drogas no controle
do comportamento convulsivo foram estudados bem como a via metabdlica dos
componentes acetato de cunaniol e cunaniol. O trabalho foi realizado em ratos wistar
machos adultos, tratados com DEsy de 2,92 mg/kg ou DLsy de 3,64 mg/kg de
cunaniol a via de administracéo utilizada foi a intraperitoneal. Apos a administracao
do cunaniol, a evolucdo das crises convulsivas foram observadas, permitindo
classifica-las de acordo com a intensidade de apresentacdo e relacionar com a
concentracdo plasmatica do cunaniol. Os parametros eletroencefalograficos, da
atuacado das drogas no controle das convulsbes e a caracteristica ciclica foram
determinadas e avaliadas. A analise de plasma obtido por cromatografia liquida apos
a aplicacdo das substancias convulsivantes indicam que o acetato de cunaniol sofre
desacetilacdo dando origem ao cunaniol, droga responsavel pelo quadro convulsivo.
Dados eletrocorticograficos demonstraram cinco padrdes de tracados diferentes
durante registro de 4 horas permanecendo com alteracGes de tracado por 12 horas
apOs aplicacdo. As drogas utilizadas para prevenir o desencadeamento das
convulsdes, as mais efetivas foram o Diazepam, o Fenobarbital e a Quetamina. O
comportamento convulsivo foi classificado em cinco estagios. Para a ocorréncia dos
estagios 4 e 5 nédo houve diferencas estatisticas quanto a concentracao plasmatica
de cunaniol.

Palavra Chave: Cunaniol, convulsdo, acetato de cunaniol



Abstract

The Clibadium sylvestre is largely distribued in the Amazon region, where is know as
cunambi or cunhambi, and its ingestion causes inebriation or even fish’s death,
demonstrating ichthyotoxic property. The compounds existing in the leaf of Clibadium
sylvestre are powerful of central nervous system stimulants, its leafs contain potential
convulsivant substances. The electroencephalographic changes, seizure and drug
effects on seizure behavior control were studied as well as metabolic pathway of
compounds cunaniol acetate and cunaniol. The work was performed with adult male
Wistar rats, treated with DEg, of 2,92 mg/kg or DLgy of 3,64 mg/kg of cunaniol,
administration route used was intraperitoneal. After cunaniol administration, the
seizure evolution was observed, it allows to classify them according to the
presentation intensity relate to cunaniol plasma concentration. The
eletroencefalografic parameters of the drugs action on the seizure control and the
clinic characteristic were determined and evaluated. The plasma analysis obtained by
liquid chromatography after the application of convulsivant substances indicates that
the cunaniol acetate undergoes deacetylation giving rise to cunaniol, drug
responsible for convulsive state. Data electrocorticography has been shown five
different patterns of tracks during recording with 4 hours remaining changes outlined
by 12 hours after application. Among the drugs used to prevent the onset of seizures,
the most effective were diazepam, phenobarbital and ketamine. The convulsive
behavior was classified into five stages. For the occurrence of stages 4 and 5 there

was no statistical differences regarding plasma cunaniol.

Key words: Cunaniol, seizures, cunaniol acetate
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1. INTRODUCAO

Atualmente existe um interesse crescente sobre o conhecimento dos
compostos naturais e suas interacdes com 0s sistemas organicos. O acetato de
cunaniol e o cunaniol sdo substancias extraidas das folhas de Clibadium sylvestre,
gue possuem atividades no sistema nervoso central (SNC) promovendo
excitabilidade em varios graus. A interacdo dessas moléculas com o sistema
nervoso, ainda é pouco estudada como modelo quimioconvulsivante ou como um
estimulante central, sendo que o estudo adequado de sua farmacodinamica e
farmacocinética, poderdo dar subsidios para que futuramente essas substancias
possam ser utilizadas como modelo convulsivante e proporcionar um novo teste para
drogas antiepilépticas.

A partir do século XIX teve inicio a pesquisa sistematica para isolamento
de principios ativos vegetais, sendo, a morfina (1807) a primeira a ser isolada em
forma pura, seguida pela estricnina (1818). Muitos principios, ainda hoje séo obtidos
desta forma, ndo possuindo substitutos sintéticos. A flora brasileira é dotada de uma
exuberante e preciosa fonte para a pesquisa de produtos naturais, apresentando
importancia e o interesse cada vez maior da comunidade cientifica em estudar tais
propriedades (Cavalcante, 1974).

Na medicina popular é muito extensa a variedade de plantas utilizadas
com comprovada acdo no SNC, que através da investigacéo cientifica, podem gerar
idéias e oportunidades para pesquisas de novos agentes, como indicativos
terapéuticos e/ou como modelos experimentais para o estudo de determinadas

doencas (Moreira et al., 1989; Hoehne, 1939).
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Dentre as muitas espécies vegetais utilizadas popularmente, a que nos
chamou atencéo foi a espécie Clibadium sylvestre (Figura 1), que pertence a Sub-
classe Asteridae, Ordem Asterales, Familia Asteraceae. Arbusto alto, até 2 metros
de altura, ramos hirsutos e folhas opostas pecioladas, ovado-oblongas ou ovado-
lanceoladas, acuminadas, agudas, cuneadas na base, de até 13 centimetros de
comprimento, geralmente menos, membranosas, denteadas, &speras na parte
superior e vilosa na inferior, enquanto jovens, depois escabrosas, oito a doze flores
brancacentas de cheiro forte, reunidas em capitulos ovoideglobosos, corimboso-
peniculados, as exteriores sao femininas e as do disco hermafroditas, apresenta
envolucro violaceo com escamas agudas e pelos espessos, fruto obovoide sem
papo (Corréa, 1984; Hoehne, 1939).

Plantas do Género Clibadium, popularmente conhecidas como cunambi,
sdo comumente encontradas nas regides Norte e Nordeste do Brasil. Devido suas
propriedades ictiotoxicas, sdo usadas para captura de peixes por populacbes
ribeirinhas, principalmente na regido Amazoénica. Preparacdo de iscas com folhas
maceradas com farinha de mandioca séo lancadas na agua e quando ingeridas
pelos peixes induzem sinais de intoxicacdo, demonstradas por hiperatividade
seguida por imobilidade na superficie da agua, permitindo sua captura. Esses sinais
podem levar os peixes a morte ou o retorno a normalidade, dependendo da
guantidade de iscas ingeridas (Pires, 1978; Mors, 1978; Albuquerque, 1980; Costa et
al., 2006).

Além da acdo ictiotoxica, segundo Garcia (1975) as folhas maceradas séo
também indicadas na medicina popular para o tratamento de erisipela, hemorragias,

inchagos e podem ser utilizadas como inseticida natural.
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A ingestdo da C. sylvestre causa embriaguez, ou mesmo morte dos
peixes demonstrando ter poder ictiotoxico. Neste caso, as folhas sdo socadas em
um pil&o, onde o produto € misturado com farinha de mandioca, reduzido a bolinhas
gue funcionam como iscas, e estas, jogadas na agua. Apenas certas espécies de
peixes sdo muito atraidas por este tipo de iscas (Albuquerque, 1980; Villaméa &
Pinto, 2000).

No que diz respeito a composicdo quimica do vegetal, pouco foi estudado,
sendo que Clark (1969) descreveu a presenca de uma substancia nas folhas, o
Alcool Cy4 tetraidropiranil poliacetileno. Quilliam & Stables (1969a) demonstraram a
presenca do cunaniol em toda a planta; e segundo Gorinsky et al. (1973) outras trés
substancias foram encontradas nas folhas, o acetato de p-amirina, acetato de
ictioterol e o ictioterol.

O acetato de cunaniol é a substancia convulsivante majoritaria nas folhas
de C. surinamense. Apesar de uma mistura de cunaniol e acetato de cunaniol
(Figura 2) terem sido descritos em extratos de folhas de Clibadium sylvestre e de
Ichthyothere terminales (Spreng) Malme, ambos os compostos induzem convuldes
clénicas (Cascon et al., 1965; Quilliam & Stables, 1968).

Vérios estudos relatam auséncia destes compostos quimicos em outras
espécies do género Clibadium (Quilliam & Stables, 1969a; Clark, 1969; Bohimann &
Fritz, 1980; Bohm & Stuessy, 1981; Bohm et al., 1983; Bohm & Stuessy, 1985;
Castillo et al., 1988). Estudos quimicos anteriores demonstraram que somente o
Clibadium sylvestre e o Ichthyothere terminalis compartilham o acetato de ictioterol.

Estudos realizados por Czerson et al. (1979) reforcam a relacdo entre os dois
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géneros (Clibadium e Ichthyothere), no entanto, estes pesquisadores relatam a
presenca do acetato de ictioterol em outras duas espécies de Clibadium, o C.
surinamense e C. erosum.

Os compostos existentes nas folhas da Clibaduim sylvestre séo
poderosos estimulantes do SNC e neuromuscular, sendo capazes de reverter
guadros de bloqueios cardiacos (Villaméa & Pinto, 2000).

Quilliam & Stables (1969b) comprovaram a acéo ictiotoéxica do cunaniol ao
utiliza-lo em peixes de aquarios, onde foram observados sintomas de
hiperestimulagdo do SNC. Os testes foram feitos em aquarios onde o cunaniol foi
diluido a 0,15 pg/ml, nessa concentracdo 0s peixes tornaram-se hiperativos e
nadando em circulos. Nos testes feitos em concentracdes superiores (0,3 ug/ml)
foram observados espasmos violentos, acompanhados por nados em circulo, perda
do reflexo de postura, paralisia e morte.

Quilliam & Stables (1968) compararam os efeitos do cunaniol e acetato de
cunaniol a outros agentes que estimulam o SNC, e determinaram a Concentracéo
Efetiva (CEso) que corresponde a concentracdo das substancias na agua capaz de
produzir efeitos nos animais que estdo inseridos neste meio, neste caso, foram
utilizados peixes da espécie Carassius auratus. A CEsp de cunaniol observada para
C. auratus foi de 7,10 x 107 M (0,15 pg/ml), para a picrotoxina 7,94 x 10® M (7,3 -
8,7 x 10° M), para o leptazol 1,5 x 102 M e para a estricnina CEso 2,5 x 10° M.
Nesse experimento o cunaniol mostrou ser o mais potente desses compostos e foi
também o mais rapido no inicio da acdo. Em comparacdo ao efeito, somente o
acetato de cunaniol com 4,5 x 107 M (4,2-4,8 x 107 M) teve acdo similar ao do

cunaniol.
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Costa et al. (2006) demonstraram que a administracdo por via oral de
extrato etandlico das folhas de Clibadium surinamense em dose de 250 mg/kg induz
convulsBes tbnico-clébnicas e morte em camundongos, trinta minutos apds a
administracao.

O acetato de cunaniol € um sélido branco isolado das folhas de plantas do
Género Clibadium e pode ser identificado por andlise de ressonancia magnética
nuclear em uma fragcdo Fg;.100, fracdo esta obtida do extrato hexanico que induz
convulsdes clonicas em camundongos por via oral na dose de 8 mg/kg (Costa et al.,
2006).

Continuamente tem-se obitido substancias derivadas de plantas capazes
de induzir convulsbes semelhantes ao causado pelo cunaniol. A fracdo neurotoxica
da carambola (Averrhoa carambola), embora ndo quimicamente identificado, causa
inibicdo na neurotransmissdo do GABA (acido gama-aminobutirico) concentracéo
dependente (Carolino et al., 2005).

Segundo Hamoy (2002) e Costa et al. (2006) os mecanismos moleculares
pelo qual o acetato de cunaniol causa excitacdo do sistema nervoso central (SNC)
sdo bloqueadas por aumento na atividade GABAérgica, como a utilizacdo de
benzodiazepinicos que diminuem as convulsdes e a mortalidade dos animais
intoxicados.

Trabalhos preliminares realizados no Laboratorio de Neuroquimica da
UFPA mostraram que o extrato bruto aquoso das folhas desta planta foi capaz de
desencadear “status epilepticus” em mamiferos, ratos albinos wistar, quando

administrado por via intraperitoneal (Hamoy, 2002; Aguiar, 2008).

22



Figura 1- Aspecto das flores e folhas da Clibadium sylvestre.

15 14 13 2 1 10 9

HsC — — —

R=H
R =COCH;
16 17

Figura 2- Estrutura molecular do cunaniol e acetato de cunaniol. Peso Molecular de

214,2 e 256,3, respectivamente (Cunaniol R=H e Acetato de cunaniol R= COOH).
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1.1. IMPORTANCIA DO ESTUDO DA EPILEPSIA

As crencas predominam na histéria da epilepsia, pois existem relatos de
gue pessoas com epilepsia na Roma Antiga eram evitadas por medo de contagio, e
na ldade Média elas foram perseguidas como bruxas. Em 1494, foi lancado o
manual de caga as bruxas, “Malleus maleficarum”, escrito por dois frades
dominicanos vinculados a Inquisicdo Catdlica. Neste tratado a presenca de crises
epilépticas era uma caracteristica de feiticaria (Masia & Devinsky, 2000).

Ha mais de um século John Huhlings Jackson, descreveu os conceitos
modernos da epilepsia propondo que as crises epilépticas fossem causadas por
“‘descargas eventuais, subitas, excessivas, rapidas em locais da substancia cinzenta”
e que uma convulsdo generalizada resultasse quando o tecido cerebral normal fosse
invadido pela atividade convulsiva desencadeada em um foco anormal (Yacubian,
1999).

No Renascimento houve a tentativa de se ver a epilepsia como uma
manifestacdo de doenca fisica em lugar de uma mais obscura. No entanto, foi
durante o lluminismo que a epilepsia comecou a ser considerada de forma mais
moderna, com a ajuda de avancos na anatomia, patologia, quimica, farméacia e
fisiologia (Pearce, 1998).

Dentre os grandes estudiosos da epilepsia na historia destacaram-se,
Galeno (130-200) o qual deduziu que a epilepsia era um transtorno do cérebro
devido ao acumulo de humores espessos; Paracelsus reconhecia uma ebulicdo para
cima dos espiritos vitais (Spiritus animalis). Thomas Willis (1621-1675) indicou que a
predisposicdo do cérebro para ter crises epilépticas era hereditaria ou adquirida.

Nathnagel defendeu a hipotese do “centro convulsivo” adjacente ao da respiracao;
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Hammond no seu tratado “On the diseases of the nervous system”, em 1871,
deduziu que a localizacdo da epilepsia era na medula e as lesdes no cértex a
excitariam para produzir a convulsdo. No entanto, vérias teorias patofisiolégicas da
epilepsia identificaram corretamente o cérebro como a origem do problema, mas
enfatizando causas incorretas. Jacobus Schroedern Van Der Kolk (1797-1862)
realizou autdpsias e caracterizou a dilatacdo das veias que apareceram cheias de
sangue no cortex, medula e espinha dorsal. Assim, no decorrer desses anos, se
passou da hipétese do sobrenatural, com denominagdes de “Doengas sagradas” e
“lunaticos”, até idéias mais modernas sobre o transtorno que comecaram a ocorrer a
partir dos Séculos XVIIl e XIX (Matthes, 1976; Pearce, 1998; Gomes, 2006).

Na primeira metade do século passado nos Estados Unidos da América,
essas pessoas eram rotuladas como desviantes e 0 seu matrimoénio e a reproducéo
eram restringidos através de legislacao (Offen, 2003).

A visdo da epilepsia, devido a influéncias ocultas ou mas, teve partidarios
até mesmo na Medicina durante os tempos antigos, consequentemente foram
prescritos tratamentos magicos ou religiosos, e algumas praticas persistem até hoje
em parte da populacéo leiga (Masia & Devinsky, 2000).

O advento do eletroencefalograma na década de 1930 permitiu o registro
da atividade elétrica a partir do couro cabeludo de seres humanos com epilepsia e
finalmente foi demonstrado que as epilepsias séo distlrbios da excitabilidade
neuronal (Andresen et al., 2001).

A incidéncia de crises epilépticas € maior na infancia e na adolescéncia

guando comparada com aquela que ocorre na vida adulta, sendo que a maioria das
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epilepsias comecga durante as fases iniciais do desenvolvimento humano (Matthes,
1976; Hauser & Hesdorffer, 1990; Andresen et al., 2001).

A epilepsia € uma doenca comum nha populacdo, mas com incidéncia
bastante varidvel nos diferentes paises. Assim, existem incidéncias tdo baixas como
na Eslovénia que possui 24 casos para cada 100.000 habitantes e casos de alta
incidéncia como no Equador que possui 190 casos para cada 100.000 habitantes.
No Brasil é relatada a prevaléncia de 165 casos para cada 100.000 habitantes
(Costa et al., 1998). Na maioria dos estudos internacionais, as taxas de prevaléncia
de epilepsia ativa na populacao geral ficam entre 0,4 % e 1 % (Cordas & Moreno,
2001).

A populacédo do Brasil, de acordo com o ultimo senso realizado pelo IBGE
(Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica), € de 191.397.996 pessoas. Baseado
nos estudos internacionais pode-se, portanto, estimar 366.723 casos novos ao ano
(estimativa de incidéncia anual de 16,5/10.000), 1,9 milhdes de pessoas com
epilepsia ativa (estimativa de 1 % de prevaléncia pontual) e nove milhdes de
pessoas que ja apresentaram crises epilépticas alguma vez na sua vida (estimativa
de 5 % de prevaléncia de vida) (Gallucci Neto & Marchetti, 2005).

Ferreira & Silva (2007) demonstraram que a epilepsia causa Obito mais
frequentemente em grupos de pessoas com idades entre 20 a 39 anos (40,53 %), e
a mortalidade mais elevada € no sexo masculino, tal achado deve-se ao fato da
epilepsia ser mais prevalente neste género.

O impacto econémico da epilepsia se tornou um assunto importante nos

anos recentes, pois, varias das novas drogas antiepilépticas possuem o custo mais

26



de 100 vezes superior ao do fenobarbital e dez a vinte vezes superior ao da fenitoina
e carbamazepina (Gallucci Neto & Marchetti, 2005).

A Organizacao Mundial de Saude calculou o impacto global das doencas
no trabalho e, a sindrome epiléptica foi responsavel por 1 % dos dias de trabalho
perdidos em todo o mundo, 25 % do total de pacientes n&o respondem a nenhum
tipo de terapia e apresentam mortalidade duas a trés vezes maior que a populagao
geral (Gallucci Neto & Marchetti, 2005).

As crises podem afetar a consciéncia, memoéria, cognicdo, estado
emocional, comportamento e as fungdes sensoriais, motoras e neurovegetativas.
Nem todas as crises afetam todos estes fatores, mas, todas afetam pelo menos um
deles (Fischer et al., 2005).

A epilepsia ndo € uma condicdo, mas sim uma diversidade de desordens,
gue apresentam um aumento anormal de predisposicdo para crises. Esta
diversidade se deve as numerosas bases celulares e moleculares envolvidas, bem
como as caracteristicas temporais e espaciais da crise. Pode ter etiologia genética
ou adquirida, decorrente de infeccdes, tumores, trauma, exposicdo a agentes
toxicos, processos degenerativos e processos vasculares que ocorrem em todas as

idades (McCormick & Cotreras, 2001; Fischer et al., 2005).

1.2. IMPORTANCIA DO ESTUDO DE MODELOS EPILEPTICOS

A epilepsia € uma desordem neuronal caracterizada por convulsdes
espontaneas recorrentes que afeta 1 a 2 % da populacdo mundial (Browne &
Holmes, 2001). As crises epilépticas podem ser generalizadas ou focais. Varios

estudos relatam a fisiopatologia e farmacologia da epilepsia, descrevendo o
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comportamento eletrofisiolégico ou alteragbes bioquimicas em varios modelos
animais, onde a indugdo experimental ou convulsbes espontaneas tem sido
desenvolvida para estudo. O modelo epiléptico provocado pela aplicacdo da
pilocarpina, um agonista muscarinico, e acido cainico, um agonista de um subtipo de
receptor do glutamato, sdo o0s modelos de epilepsia mais utilizados
experimentalmente (Bem-Ari, 1985; Turski et al., 1989; Santo et al., 2004).

As crises epilépticas séo divididas fundamentalmente em generalizadas e
parciais. Na crise generalizada ndo ha evidéncia do local de inicio, envolve
simultaneamente todo o cérebro ou grande parte de ambos os hemisférios cerebrais.
Na crise parcial ha evidéncias clinicas e eletroencefalograficas que apontam o local
de inicio, que se restringe a uma por¢cdo de um hemisfério cerebral. A crise parcial
pode se generalizar (Loscher, 1997). As crises epilépticas podem também receber
uma classificacdo quanto ao estado de consciéncia do epiléptico, sendo a epilepsia
simples quando ha preservacéo da consciéncia ou complexa quando ocorre a perda
da consciéncia (McNamara et al., 1980).

Varios modelos experimentais de epilepsia tém sido propostos para a
compreensao das epilepsias numa tentativa de representar com fidelidade o
fendbmeno natural. Dentro da diversidade de modelos existentes, alguns tém sido
utilizados preferencialmente na elucidacdo dos mecanismos subjacentes ao
fendbmeno epiléptico, enquanto outros sdo principalmente utilizados na avaliacao
pré-clinica de drogas antiepilépticas (Loscher & Schmidt, 1988; Loscher, 2011).

A pesquisa experimental sobre epilepsias tem sido realizada,
predominantemente, em roedores nos quais crises epilépticas podem ser induzidas

por estimulacéo elétrica ou quimica. Outros modelos de epilepsia utilizando primatas
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também tém sido extensivamente explorados. Esses modelos permitem estudos
farmacéuticos cujos resultados sdo geralmente mais proximos daquele observados
no homem do que aqueles encontrados em roedores (Léscher & Schmidt, 1988).

Os modelos experimentais de epilepsia sdo necessarios para o estudo
dos substratos neurais e mecanismos neuroquimicos envolvidos no fendmeno
epiléptico e sdo também indispensaveis para a selecdo de novos agentes
anticonvulsivantes e para estudo de mecanismo de acdo de drogas. Cada modelo
apresenta  caracteristicas proprias quanto a expressdo motora, a
eletroencefalografica e a resposta a diferentes agentes antiepilépticos (Turski et al.,
1987). Cada modelo experimental se aproxima mais de um determinado tipo de
epilepsia humana: O modelo epiléptico provocado por injecdo de pilocarpina esta
associado as epilepsias parcial complexa com foco no lobo temporal (Turski et al.,
1987). O modelo de epilepsia induzida pelo pentilenotetrazol (PTZ) pode resultar em
crises de auséncia, crises mioclonicas e crises tonico-clonicas, sendo sua expressao
muito semelhante a estes tipos de epilepsias em humanos (Marescaux et al., 1984).
O modelo de atividade convulsiva induzida por penicilina com aplicacédo sistémica
estd associada a epilepsia generalizada, e com aplicacdo cortical relacionada a
epilepsia parcial com generalizacdo secundaria (Avoli & Goor, 1982). O modelo de
abrasamento elétrico ou audiogénico, associado a epilepsia parcial com
envolvimento de estruturas limbicas (Cairasco et al., 1996; Moraes et al., 2000). O
modelo de crises epilépticas por eletrochoque transauricular esta associado também
a epilepsia com crises ténico-clénicas generalizadas (Loscher et al., 1991). O
modelo audiogénico agudo esta relacionado a epilepsia generalizada, com crises

mioclénicas e tonico-clénicas generalizadas (Cairasco et al., 1993).
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Uma das vantagens importantes dos modelos experimentais €, por
exemplo, a facilidade com que podem ser controladas variaveis como uniformidade
genética, idade, circuitos que podem gerar crises epilépticas, caracteristicas dos
insultos que podem gerar epilepsia, tempo entre crises epilépticas e alteracdes
funcionais ou estruturais. Adicionalmente, o uso de varias técnicas em um mesmo
modelo tem permitido compor um quadro mais completo dos processos associados
a epilepsia (Guedes et al., 2006). Apesar do importante progresso na compreensao
das crises convulsivas nas ultimas décadas, as bases celulares das epilepsias no

homem permanecem ainda desconhecidas (Loscher & Schmidt, 2006).

A seguir, sdo descritos alguns modelos utilizados na investigacao

preliminar dos fenébmenos envolvidos na epileptogénese:

1.2.1. Modelo Convulsivo de Eletrochoque

Desde 1870, Fritsch & Hitzig ja demonstravam que crises epilépticas
poderiam ser observadas em animais, através da estimulacéo elétrica. Este método
forneceu um modelo adequado, pratico e relativamente simples para a reproducéo
do fenbmeno ictal da epilepsia. Representa uma condicdo aguda que pode ser
repetidamente reproduzida em diversas estruturas neurais.

Um dos modelos experimentais proposto para o estudo da epilepsia é o
eletrochogue maximo, que possibilitou identificar o potencial anti-epiléptico da
fenitoina por Merritt & Putnam (1938). A partir desses achados esse modelo vem
sendo empregado para triagem de novos agentes anti-epilépticos, bem como nas
investigacBes patologicas e fisioldgicas das crises com a finalidade de verificar o

possivel papel dos varios sistemas neurotransmissores nos distirbios neuronais
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epilépticos (Burley & Ferrendelli, 1984; Cowen et al., 1980; Deakin et al., 1981;
Lebrecht & Nowak, 1980; London et al., 1982; Mehta & Ticku, 1986).

No teste do eletrochoque maximo, um choque de corrente alternada de 60
Hz e 50 mA (em camundongos) ou 150 mA (em ratos) € administrado por eletrodos
corneanos por 0,2 segundos para verificar a eficacia de determinada droga em abolir
a extensao tbnica do membro posterior. Clinicamente drogas que apresentam essa
propriedade sdo eficazes em prevenir crises parciais e tonico-clénicos generalizadas
(Putnam & Merritti,1937; Yacubian, 1999; Mehta & Ticku, 1986).

O método envolve o posicionamento de dois eletrodos na cérnea ou ha
orelha e consiste na estimulacdo, por meio de impulsos elétricos repetidos, sob
parametros adequados, capaz de desencadear um padrdo caracteristico da
atividade epiléptica, relativamente duradouro, que é automantido. Este é um teste
sensivel para determinar a capacidade de uma droga em alterar o limiar para a crise
tbnica extensora. Baseado na observacdo de que a estimulacdo por meio de pulsos
elétricos repetitivos com uso de parametros adequados, o estimulo é capaz de
induzir em diferentes estruturas neuronais, um padrdo caracteristico de atividade
epiléptica que automantida, comumente denominada pos-descarga. O eletrochoque
maximo é um modelo bem estabelecido que mimetiza crises convulsivas

generalizadas do tipo tonico-clénicas (Loscher & Schmidt, 2006).

Drogas antiepilépticas com eficacia clinica contra crises generalizadas
tbnico-clénicas aumentam este limiar, porém drogas como a etossuximida e a
trimetadiona, que séo clinicamente inefetivas contra essas crises, hdo aumentam

esse limiar, mesmo em doses toxicas (Loscher & Schmidt, 1988).
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1.2.2. Modelo do Pentilenotetrazol

O modelo de estudo das epilepsias causadas pelo pentilenotetrazol, é
frequentemente utilizado nas pesquisas de substancias anti-epilépticas. O
pentilenotetrazol em doses subconvulsivantes age como uma substancia
ansiogénica, sendo empregado nos estudos para avaliacdo de medicamentos
ansioliticos como controle positivo. E também utilizado em estudos experimentais
para triagem de farmacos anticonvulsivantes. Esta droga é capaz de induzir crises
clonicas generalizadas e, em altas doses, crises tdnicas, independentemente da via
de administracdo. As crises convulsivas obtidas apoOs injecao intraperitoneal de
pentilenotetrazol s&o similares aquelas que ocorrem apds a sua aplicacdo
subcuténea, porém a laténcia para o aparecimento das crises, no ultimo caso, é
maior (Purpura & Monteagudo, 1960).

O pentilenotetrazol € uma das principais substancias indutoras de
convulsbes que sao utilizadas na triagem pré-clinica de novos farmacos
anticonvulsivantes, podendo ser utilizado como modelo de crises generalizadas do
tipo auséncia ou mioclénicas como de crises tonico-clonicas (Léscher, 1998; Smith
et al., 2007). O pentilenotetrazol € um estimulante bulbar, que age também no centro
vasomotor, causando exagerada excitabilidade reflexa, e em doses maiores,
convulsdo (Andrade, 2002).

Um dos procedimentos basicos deste teste requer a determinacdo de
DEg; em camundongos (dose de pentilenotetrazol capaz de induzir crises epilépticas
em 97 % dos animais), ap0s a administracdo do pentilenotetrazol por via

subcutdnea. Uma dose convulsivante de pentilenotetrazol (85 mg/kg em
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camundongos, 70 mg/kg em ratos) é injetada por via subcutanea. Os animais séo
observados por 30 minutos, para verificacdo dos espasmos clonicos que apresenta
em pelo menos cinco segundos. A auséncia do componente clénico indica que a
substancia testada elevou o limiar critico, clinicamente drogas que apresentam
essas propriedades impedem crises de auséncia (Yacubian, 1999).

A poténcia de uma substancia antiepiléptica quando testada pelo modelo
do pentilenotetrazol é avaliada pela determinacdo de sua DEso, isto é, dose efetiva
capaz de suprimir as crises clonicas generalizadas em 50 % dos animais. O
mecanismo de acao convulsivante do pentilenotetrazol estd associado a funcéo
inibitéria do neurotransmissor acido gama aminobutirico (GABA). O pentilenotetrazol
age nos receptores GABAérgicos, inibindo seus efeitos. As convulsbes sao
caracterizadas por movimentos clénicos assincronicos generalizados. Esta fase é
geralmente seguida por convulsbes tbnicas, observando uma fase de flexao,
seguida por outra de extensdo (Spinosa et al., 2006). O pentilenotetrazol atua
inibindo canais de cloreto associado aos receptores GABAa (Loscher, 1998).

O modelo do pentilenotetrazol pode ser usado isoladamente ou associado
com outros, servindo como uma ferramenta Gtil no estudo das crises de pequeno mal
(Marescaux et al., 1984).

Para ambos o0s testes acima mencionados (eletrochoque e
pentilenotetrazol) sdo necessarios grupos de oito a dez animais para cada dose do
agente antiepiléptico e a dose efetiva € entdo calculada pela respectiva curva dose-
efeito (Litchfield & Wilcoxon, 1949). Estudos tém mostrado que alguns agentes anti-
epilépticos classicos como a etossuximida, acido valproéico e benzodiazepinicos séao

efetivos neste teste, porém outros mostram que a fenitoina bem como a
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carbamazepina, que sao altamente ativas no modelo do eletrochoque, séo
ineficazes no modelo do pentilenotetrazol (Loscher & Schmidt, 1988).

A utilizacdo de benzodiazepinicos e barbitdricos para o tratamento das
crises convulsivas foi constatado a partir de estudos com pentilenotetrazol (Loscher,

1998).

1.2.3. Modelo Epiléptico Induzido pela Picrotoxina

A picrotoxina é obtida da Amanita cocculus, uma trepadeira nativa de
Malabar e das indias Orientais, suas acdes sdo muito similares aquelas vistas com o
pentilenotetrazol, exceto pelo fato de apresentarem um desenvolvimento
sintomatologico mais lento (Hahn, 1960). A picrotoxina também € capaz de produzir
crises motoras limbicas e “status epileticus”, servindo, portanto, como ferramenta
para o estudo da epilepsia do lobo temporal (Turski et al., 1985). Um exemplo de
epilepsia focal recorrente, para crises do tipo “pequeno mal” ou crises de auséncia. A
picrotoxina € um poderoso estimulante do sistema nervoso central, sendo utilizado
na inducdo quimica de convulsbes através do antagonismo dos receptores
GABAérgicos (Zia et al., 1995).

A picrotoxina produz seus efeitos por interagir com sitios especificos no
complexo ionéforo de cloro do receptor GABA,, bloqueando de forma néo-
competitiva as acdes deste neurotransmissor, ou seja, € um antagonista de
receptores GABAérgicos (Sivine et al., 1985).

A reversdo da estimulacdo induzida pela picrotoxina € considerada um
parametro eficaz no estudo de drogas da classe dos anticonvulsivantes que atuam

em mecanismos que envolvem o sistema GABAérgico (Zia et al., 1995).
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As pesquisas revelam que drogas como a bicuculina, a benzilpenicilina,
que também interferem na neurotransmissdo GABAérgica induzem um padrao de
crises epilépticas semelhantes aquelas desencadeados pelo pentilenotetrazol

(Loscher & Schmidt, 1988).

1.2.4. Modelo Epiléptico Induzido pela Pilocarpina

E importante ressaltar que uma variedade de espécies vegetais tem
contribuido muito, através de seus principios ativos, para o desenvolvimento de
farmacos que atualmente vém se tornando fontes valiosas para o entendimento do
estudo das epilepsias. Entre essas, temos a pilocarpina que foi introduzida na
medicina pelo portugués Synphronio Coutinho em 1894 (Cavalcante, 1974). A
pilocarpina € o principal alcaléide isolado das folhas dos arbustos da Pilocarpus
microphyllus stapf, Familia Rutaceae, sendo usado na terapéutica atual do
glaucoma. Apresenta potente atividade colinérgica funcionando como agente
epileptogénico efetivo. Desta forma € capaz de produzir em ratos e em
camundongos, uma sequéncia de alteracdes comportamentais como automatismos
faciais e crises motoras limbicas que evoluem progressivamente para o “status
epilepticus”, constituindo assim, um modelo de epilepsia do lobo temporal (Turski et

al., 1984; Costa et al.,1998; Pinheiro, 2002).

Esse modelo quimioconvulsivante, induz alteracdes eletroencefalograficas
e comportamentais nos animais apos aplicacao de injecdo sistémica. O hidrocloreto
de pilocarpina € um agonista colinérgico muscarinico. Estruturas limbicas sé&o
preferencialmente ativadas e lesadas quando ratos adultos sdo tratados com essa

droga (Cherubini, 1983).
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Esta droga induz atividade epiléptica eletrografica e comportamental
analoga ao “status epilepticus” e, 0os animais sobreviventes podem desenvolver
crises espontaneas. Ha um aumento consideravel na suscetibilidade dos ratos aos
efeitos da pilocarpina durante a terceira semana de vida, no entanto, a extensao das
lesBes cerebrais observadas apds as crises induzidas por pilocarpina € menor que
nos animais adultos. Acredita-se que as redes neurais necessarias para acao efetiva
convulsivante da pilocarpina ndo estejam funcionais até a terceira semana de vida
pos-natal, periodo critico no desenvolvimento desse modelo (Turski et al., 1987a;
Mosche et al., 1993; Albala et al., 1984; Cavalheiro et al., 1987; Lemos & Cavalheiro,

1995; Fabene et al., 2001; Raza et al., 2001).

Estudos anatébmicos “ex vivo” tém demonstrado que o tratamento com
pilocarpina, associado ao “status epilepticus”, resulta da seletiva perda celular
hipocampal com caracteristicas semelhantes aquelas observadas na esclerose
hipocampal humana (Sperber et al., 1991). Isso ocorre devido a uma perda neural
nas sub-areas CA; e CAz do hipocampo, bilateralmente. Os interneurbnios da
camada molecular interna do giro denteado degeneram de forma semelhante a
esclerose hipocampal humana (Obenaus et al., 1993; Tang et al., 2001a; Tang et al.,
2001b).

A administracédo de altas doses de pilocarpina (300-350 mg/kg) induz uma
série de alteracfes comportamentais e eletroencefalogréficas, indicativas de estado
de mal epiléptico. Imediatamente ap6s a administracdo deste agonista colinérgico,
0S animais apresentam automatismos faciais associados a salivacdo moderada,

acinesia e tremores generalizados. Cerca de 15 a 25 minutos apds, este
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comportamento progride para crises motoras limbicas, onde os animais apresentam
intensa salivacéo, clonias de patas anteriores e finalmente queda. Essas crises
motoras limbicas recorrem a cada dois a oito minutos, culminando em estado de mal
epiléptico em 50 a 60 minutos. Este estado chega a durar até dezoito horas e ao
final desse periodo os animais ndo respondem mais aos estimulos ambientais,
retornando gradativamente seu comportamento normal dentro de 24 horas. Esses
episodios caracterizam a fase aguda do modelo experimental de epilepsia induzida
por pilocarpina (Turski et al., 1987b).

O periodo silencioso inicia-se de quatro a 44 dias apdés a administracao
de pilocarpina e é caracterizado pela normalizacéo das alteracbes comportamentais
e eletrograficas. J& o periodo crénico inicia-se com 0 aparecimento das primeiras
crises espontaneas, que recorre numa frequéncia de duas a trés crises por semana
e mantém-se por toda a vida do animal (Fernandes et al., 1996).

A lesao cerebral induzida pelo “status epilepticus” nesse modelo pode ser
considerada como equivalente a um evento epileptogénico, ou seja, capaz de gerar
epilepsia no ser humano, como por exemplo, uma convulsao febril (Quintans et al.,

2007).

1.2.5. Modelo Epiléptico Induzido pelo Acido Cainico

O acido cainico € uma molécula excitatéria com acao glutamatérgica,
guando injetado na regido hipocampal ou sistemicamente, leva a um quadro de
“status epilepticus” limbico. Posteriormente a essa fase, sdo observadas crises

recorrentes espontaneas (Cavalheiro et al., 1982).
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As convulsdes induzidas pela injecdo intraventricular de &cido cainico
produzem uma crise comportamental que € acompanhada por lesdo cerebral muito
semelhante ao da epilepsia do lobo temporal (Quintans et al., 2007).

Estudos realizados nesse modelo mostram que, se o estado de mal
epiléptico ndo ocorreu ou é abortado com drogas anti-epilépticas, essas alteracdes
neuropatolégicas no hipocampo ndo ocorrem, nem h& desenvolvimento de crises
espontaneas, o que pode mostrar uma relacdo direta entre esse tipo de epilepsia e
as anormalidades anatdmicas e funcionais do hipocampo (Lemos & Cavalheiro,
1995).

Este modelo utiliza o “status epilepticus” como injuria precipitante inicial e
reproduz algumas caracteristicas histopatoldgicas observadas na epilepsia do lobo

temporal humana (Ben-Ari, 1985).

1.2.6. Modelos Genéticos de Epilepsias
1.2.6.1. Crises Audiogénicas em Camundongos

Os modelos genéticos de epilepsias mais utilizados sdo aqueles obtidos
por estimulacdo sensitivo-sensorial (epilepsia reflexa) tal como ocorre nos
camundongos DBA/2 (Mus musculus)(Léscher & Schmidt, 1988). Esta espécie é
conhecida desde 1947, por sua susceptibilidade ao som (Chapman et al., 1984).

As crises audiogénicas sdo caracterizadas por uma sequéncia de eventos
comportamentais de natureza epiléptica que pode ser induzida por intensa
estimulacdo auditiva (Seyfried, 1983). Estas crises apresentam-se como um padréo
comportamental que se inicia por uma corrida abrupta seguida de convulsdes
clénicas e presenca de um componente tbnico extensor, culminando no

38



aparecimento de faléncia respiratéria, ou entdo, recuperagcdo completa dessas
manifestagoes.

Esse modelo é utilizado no estudo de possiveis alteragBes bioquimicas
presentes na maioria das epilepsias sendo caracterizada por extensas convulsdes
do tipo generalizadas tonico-clonico que podem ser conduzidas por intensas
estimulac¢des auditivas (Zivanovic et al., 2005).

Ao contrério de outros modelos de epilepsia, as crises induzidas pelo som
em animais DBA/2 ndo sao particularmente sensiveis a uma categoria clinica
especifica de drogas antiepilépticas, entretanto, todos os agentes antiepilépticos
disponiveis sao efetivos em proteger as crises clénicas nesse modelo (Ldscher,
1984).

Embora camundongos susceptiveis as crises audiogénicas possam ser
Uteis no teste de novos agentes anti-epilépticos, as crises induzidas pelo som séo
extremamente raras em humanos, e assim, camundongos suscetiveis nao
representam um modelo particular de distirbios humanos (Léscher, 1984).

Um fato interessante deste modelo é a variacdo da susceptibilidade ser
dependente da idade (Seyfried, 1983). Esta caracteristica possibilita a esse modelo
ser exaustivamente utilizado na busca de uma possivel alteracdo bioquimica que
estaria presente como elemento comum, em todas as formas de epilepsia, assim
como, na avaliacdo ontogenética das alteracdes (Chen & Aberdeen, 1981; Horton et
al., 1980; Jones et al., 1984, Laird et al., 1984).

A geracdo das convulsdes audiogénicas em animais naturalmente

epilépticos inicia-se quinze a dezoito dias apds o nascimento (Hjeresen et al., 1987).
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Em animais com o cérebro ainda em desenvolvimento, a geracdo de crises
convulsivas é mais suscetivel (Kubova & Mares, 1995).

Essas convulsdes sao bloqueadas pela transeccéo bilateral das camadas
profundas do coliculo superior, indicando alguma participacdo das camadas
profundas do coliculo superior na transducdo sensoriomotora das crises
audiogénicas em camundongos DBA/2, no processamento das crises (Costa et al.,

1998).

1.3. ESTRUTURAS ANATOMICAS CEREBRAIS RELACIONADAS COM O

DESENCADEAMENTO DA EPILEPSIA

Um dos primeiros sistemas cerebrais a ser investigado foi aquele cujo
comprometimento causa, invariavelmente, algum tipo de amnésia, o qual constitui o
chamado sistema limbico, composto pelo hipocampo e o giro hipocampal, o
complexo amigdaldide, o nucleo basalis de Meynert, o ndcleo septal, os nucleos
mediais talamicos e as estruturas corticais envolvidas nas fungbes associativas
superiores. Os primeiros estudos revelaram que sdo precisamente essas estruturas
as primeiras a serem lesadas pelas mudancas neuropatolégicas causadas por
substancias que levam a amnésia (Jack et al., 1997; Schmand et al., 1997).

A formacédo hipocampal normal, pode ser dividida em quatro regides, a
fascia dentata ou Giro denteado, corno de Ammon ou Hipocampo (dividido em CA;,
CA;, CAs e CA;), o0 subiculum e o cértex entorrinal. A fascia dentata tem,
fundamentalmente, dois tipos de projecbes aferentes, uma glutamatérgica, que se
origina na camada Il do cortex entorrinal (via perfurante) e termina nos dois tergos

externos da camada molecular, e outra colinérgica, provenientes do nucleo septal
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medial e que termina de forma difusa. As principais eferéncias da fascia dentata séo
0os axobnios das células granulares, denominadas fibras musgosas, que liberam
principalmente glutamato (Acsady et al., 1998) e acido gama-amino-butirico (GABA)
e fazem sinapses com neurdnios piramidais de CA3; e CA4, interneurdnios e células
musgosas do hilo (Amaral et al., 1990; Sandler & Smith, 1991; Sloviter et al., 1996;
Gutierrez, 2003).

As células piramidais de CA; e CA, emitem axdnios que fazem sinapses
em CA; e esta area, por sua vez, projeta para o subiculum. As células localizadas no
hilo da fascia dentata sdo principalmente de dois tipos: interneurénios que liberam
GABA e neuropeptideos, e células musgosas, que projetam axdnios principalmente
para o terco interno da camada molecular interna da fascia dentata, que liberam
glutamato e ativam interneurénios GABAérgicos (Soriano & Frotscher, 1994).

O hipocampo é uma regidao do lobo temporal, responsavel por alguns
aspectos da neurobiologia da memoria. Os aferentes vindos de fora do hipocampo
sdo as fibras perfurantes, que fazem sinapses com as células granulares do giro
denteado. Os axonios das células granulares se estendem até a regido CAz, onde
estabelecem sinapses com os dendritos das células piramidais. Estas, por sua vez,
projetam seus axonios para fora do hipocampo, mas enviam também colaterais para
a regido CA;, os colaterais de Schaffer, que fazem sinapses com os dendritos de
outras células piramidais ai situadas, cujos axdnios projetam para fora do hipocampo
(Rutecki & Yang, 1998; Lent, 2001).

A formacéo hipocampal compreende uma série de circuitos anatébmicos
envolvendo multiplas regibes corticais e subcorticais. Estes circuitos incluem a

classica via trans-sinaptica que se caracterizam por apresentar um fluxo
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unidirecional, bem como, circuitos com grande reciprocidade como 0s que envolvem
0 cortex entorrinal. As sinapses desta circuitaria sdo predominantemente
excitatorias, sendo que a inibicdo se faz principalmente através de interneurdnios
localizados no hilo e na regido do corno de Ammon (Costa et al., 1998; Kiinzle &
Randtke-Schuller, 2001).

Pesquisas tém revelado que a formacdo hipocampal encontra-se
extensivamente lesada em pacientes ap6s quadros de epilepsias induzidas com a
pilocarpina (Rutecki & Yang, 1998). As areas mais vulneraveis a morte celular apés
epilepsia sdo CA;, CAs e regido do hilo, isto ocorre devido estas regides serem ricas
em receptores para o0 glutamato, como 0s receptores sensiveis ao N-Metil-D-
Aspartato (NMDA) no caso do CA; e os receptores para cainato no caso do hilo e
regido CAs;. Estes receptores quando ativados, permitem um influxo de grande
guantidade de cations, particularmente o ion calcio através do receptor NMDA para o
meio intracelular do neurbnio alvo, que poderia alcancar concentracfes lesivas a
célula. Algumas areas sao caraterizadas por apresentar maior resisténcia neural a
lesbes provocadas pela hiperexcitabilidade, essa resisténcia € proveniente da
presenca de proteinas com a propriedade de tamponar calcio, tais como a calbidina
e cromogranina (Sloviter, 1987; Duman & Vaidya, 1998).

Estudos com eletrodos na profundidade do cérebro apontam o hipocampo
como estrutura mais frequentemente envolvida no inicio das crises. O hipocampo
pode ser uma estrutura critica na qual as descargas se “afunilam” durante o
processo de disseminacdo, ou ainda, uma estrutura responsavel pela génese das

crises (Lopes da Silva & Arnolds, 1978).
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No modelo de epilepsia do lobo temporal hd um padréo caracterizado por
morte neuronal seletiva no hipocampo, na regiao CA; (setor de Sommer), CAs e no
hilo, enquanto as células granulares do giro denteado e as células piramidais da
regido CA, sdo caracteristicamente menos afetadas (Margerison & Corseclis, 1966).

Dados obtidos de estudos com modelos animais sugerem que a esclerose
hipocampal esta associada a presenca de uma injlria precipitante inicial, porém
crises epilépticas de curta duracdo também podem contribuir com a perda neuronal
(Pitkanen & Sutula, 2002; Mathern et al., 2002; Fabene et al., 2003; Nairismagi et al.,
2004).

O estudo eletrografico observado durante a convulsdo induzida pela
injecdo da pilocarpina mostra que a origem das descargas epilépticas ocorre na
regido hipocampal, difundindo-se para a amigdala e coOrtex. Investigacbes
neuropatolégicas feitas durante o periodo agudo do modelo mostram que o
hipocampo é a estrutura cerebral mais afetada dentre as outras também envolvidas
(Turski et al., 1987b).

No modelo epiléptico da pilocarpina ha uma agresséo inicial que leva a
perda de células GABAérgicas hipocampais, com diminui¢cdo da atividade inibitoria,
gue combinada a aferéncia excitatoria dos estimulos normais, irdo gerar descargas
excessivas das células granulares, responsavel pela morte celular progressiva no
hilo e ao aparecimento de uma condi¢ao epiléptica com o passar do tempo apés a
agressao inicial (Costa et al., 1998).

As substancias encontradas nas folhas da C. sylvestre como acetato de
cunaniol e cunaniol por possuirem efeitos relacionados ao aumento da excitabilidade

do SNC podem ser enquadrados como um novo modelo quimioconvulsivante,
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possibilitando estudo de efichcia de drogas anticunvulsivantes, possuindo

caracteristicas préprias em relacdo aos outros modelos.

2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL

A proposta deste trabalho foi estudar os efeitos do cunaniol e acetato de
cunaniol sobre o SNC para caracterizagdo de um padrao convulsivo que possa ser

usado como modelo experimental de epilepsia generalizada.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar a cinética do acetato de cunaniol e cunaniol, medido apds
aplicacdo intraperitoneal, atravées da analise cromatografica e sua
concentracdo no plasma dos animais.

e Caracterizar o0s registros eletroencefalograficos de animais em
convulsdo, ocasionadas pela aplicacéo intraperitoneal de cunaniol.

e Correlacionar o processo das crises convulsivas com a concentracao
plasméatica de cunaniol.

e Avaliar a eficiéncia de substancias antiepilépticas e miorrelaxantes no
controle das convulsdes provocadas pelo cunaniol.

e Correlacionar a eficacia das substancias antiepilépticas com o sistema de

neurotransmissao participante do processo convulsivo.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. MATERIAL BOTANICO

A Clibadium sylvestre foi coletada na cidade de Castanhal-PA, em area de
terra-firme, da Universidade Federal do Para (UFPA). Imediatamente apos a colheita
das folhas maduras o material foi pesado, seco em estufa de ventilagéo interna e
processada para extracdo do acetato cunaniol, no Laboratério de Cromatografia do

Instituto de Ciéncias Exatas e Naturais da UFPA em Belém PA.

3.2. EXTRACAO DO MATERIAL PARA ESTUDO

3.2.1. Preparacdo dos Extratos Brutos

As folhas de Clibadium sylvestre foram limpas e em seguida secas em
estufa, sendo posteriormente trituradas. As extracbes da droga para estudo foram
realizadas por percolacdo com solventes em ordem crescente de polaridade (Figura
3): Hexano, Diclorometano e Metanol, respectivamente, que apos filtracédo
forneceram os extratos brutos hexanico (EBH), extratos brutos diclorometanico
(EBDM) e metandlico (EBM). Esses extratos, com suas respectivas massas obtidas,

estao descritos na Tabela 1.

Tabela 1- Rendimento de extrato bruto obtido das folhas de Clibadium sylvestre.

PARTE EXTRATO RENDIMENTO
VEGETAL SOLVENTE BRUTO (q) (%)
Hexano EBH (6,10) 0,99
Folhas Diclorometano EBDM (18,20) 3,74
Metanol EBM (20,65) 1,43

Rendimento de uma amostra de 772,7 g de material seco.
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3.2.2. Isolamento dos Constituintes Quimicos

3.2.2.1. Fracionamento do Extrato Hexanico das Folhas de Clibadium sylvestre

O extrato hexanico das folhas (6,10 g) foi fracionado em coluna
cromatografica em silica gel por via umida (CCVU) filtrante (Figura 4), com utilizacdo
das misturas de solventes com polaridade crescente, resultando num total de 4
fracOes: hexano-acetato de etila 10% (Hex-AcOEt 10%) (1,45 g), Hex-AcOEt 30%
(1,85 g), Hex-AcOEt 50% (0,85 g) e AcOEt 100% (0,60 g). As fracdes obtidas foram
analisadas através de cromatografia em camada delgada comparativa (CCDC) e
reveladas com solucédo de sulfato cérico 1%. As fracdes Hex-AcOEt 30% e Hex-
AcOEt 50% foram reunidas (A1, 2,7 g) e refracionadas em coluna cromatografica e
eluida com hexano e acetato de etila em ordem crescente de polaridade, resultando
um total de 10 fracdes que foram reunidas em A, (Fr. 4-7, 1,20 g) e Az (Fr. 8-9, 0,2
0). As fracOes A, e A; foram dissolvidas separadamente em acetonitrila, filtradas em
membrana filtrante com diametro de poros de 0,25 um, sendo posteriormente
injetadas, em aliquotas de 500 pL no sistema de cromatografia liquida (HPLC).

O HPLC semipreparativo usado foi o aparelho composto por uma bomba
LC-8 AD (Shimadzu), com sistema de injecdo manual (loop de 500 pL), detector
SPD 10 AV UV-Visivel (em um comprimento de onda de 245 nm) e uma interface
CBM, software Class 3.1. Como fase estacionaria foi utilizado uma coluna
semipreparativa Gemini C18 (250 x 10 mm), 5 um e pré-coluna C18. Como fase
mével foi utilizado mistura de solventes, agua ultra-pura obtida do sistema millipore
(Direct-Q3), com acetonitrila, em fluxo de 4,7 ml/minuto. Os solventes foram filtrados

em membrana de nylon de 0,45 um e mantidos em banho de ultrassom durante 20
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minutos. Foi utilizado um sistema isocratico de H,O/CH3CN 60%. A separacdo dos

picos no HPLC semipreparativo resultou em trés fracoes para A; e quatro fracdes

para As.

Folhas secas
772,79

Percolacao
Hexano (48 h)

EBDM
18,20 g

Torta EBH
6,01 g
Percolacéo
Diclorometano (48 h)
Torta
Percolacao
Metanol (48 h)
EBM Torta
20659 residual

Figura 3- Obtencado dos extratos brutos das folhas de Clibadium sylvestre, extratos

em ordem crescentes de polaridade.
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Extrato bruto hexanico

6,10 g
CCVU filtrante em silica
gel
Hex-AcOEt Hex-AcOEt Hex-AcOEt AcOEt
10 % 30 % 50 % 100 %
1,45¢g 1,85¢g 0,859 0,60 g
Aq
2,79
CCVU, mistura de
Hex/AcOEt
com polaridade crescente
A2 A3
1,20g 0,29
HPLC semipreparativo HPLC semipreparativo
Cis em H,O/CH3CN
60% ’ C1s em H,O/CHSCN
60 %
Si S, Ss S, Ss S Se

Figura 4- Fracionamento do extrato hexanico das folhas de Clibadium sylvestre.
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As substancias identificadas em A; sao representadas por S; (cunaniol),
S, (substancia ndo elucidada) e Sz (acetato de cunaniol) analisadas no
Cromatograma 1, que confirma a presencas das substancias de acordo com o tempo

de retencgao.

mAU 22.416
750 | Sy
A,
500 |
Si S,
250 |
9.990 15.993
0 A A
-86 I I l 1
10 20 30

Minutes

Cromatograma 1- Tempo de retencdo cromatografica das substancias majoritarias
em A,, com identificacdo do padrdo para cunaniol (S;), substancia ndo elucidada

(S2) e Acetato de cunaniol (S3).

As substancias identificadas na fracdo Asz (Figura 4) foram representadas
por S; (cunaniol), S4 (substancia ndo elucidada), Ss (substancia néo elucidada) e Sg
(substancia ndo elucidada) e apresentado conforme o tempo de retencdo

cromatografica da substancia majoritaria S; (Cromatograma 2).
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mAU

750 | 51\
500 |
A3

—
250 | S

o

—
0 A e
-86 T T T T T T 1

5 10 15 20 25 30
minuto

Cromatograma 2- Tempo de retencdo cromatografica da substancia majoritaria em

Az, com identificacdo do padrdo para cunaniol (S3).

As fracOes purificadas de A, e Az foram analisadas por ressonancia
magnética nuclear (RMN) usando *H (500 MHz) e *C (125 MHz) com técnica uni e
bidimensional. As substancias foram identificadas quimicamente baseando-se em
padrdes descritos na literatura. Os dados referentes aos espectros de ressonancia
magnética nuclear das substancias S; e Sz, em anexo, comprovam a purificacdo do

cunaniol e acetato de cunaniol.
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3.2.2.2. Determinacéo estrutural de S; e Sz

Os dados de RMN *H e *C de S; encontram-se na Tabela 2, juntamente

com os dados encontrados na literatura (COSTA, 2006) para o Acetato de Cunaniol.

Tabela 2-Dados de RMN*H (300 MHz, CDCls) e RMN*C (75 MHz, CDCls) para Ss
(acetato de cunaniol).

RMN'H(3)

H axP 4,45 H ax@ 4,50

H axf3 1,51

HeqB 1,71

C-7 HC=5,78

RMNH(3) *

H axf 1,50

HeqB 1,70

HC= 5,80

RMNTC(3)

110,0

RMNPC(3) *

110,4

67,2

67,39

C-11 58,7 54,4
C-13 75,4 75,6
C-15 1,95 1,94 4,53 4,66

C-17

2,0

2,04

20,9

21,10

*Costa et al., 2006.
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O grupo R na férmula abaixo € a Unica diferenca estrutural entre o
Cunaniol (R=H) e o Acetato de Cunaniol (R=COCHj3), essa diferenca estrutural é o

suficiente para distinguir as substancias quando se observa os espectros de RMN.

15 14 13 2 1 10 9

HsC — — —

R=H
R =COCH;
16 17

No espectro de RMN *3C do Acetato de Cunaniol, os sinais em dc 169,7
atribuido ao carbono carbonilico e 20,9 atribuido ao carbono metilénico, confirmam a
presenca do grupo acetato, que esta ausente no espectro do cunaniol. A presenca
do grupo acetato também é perceptivel no espectro de RMN *H, uma vez que ele

influencia no deslocamento do H-3, o sinal em &y 4,45 justifica este fato.

3.3. ANIMAIS

Para realizar o presente trabalho, foram utilizados ratos albinos wistar
adultos do sexo masculino, pesando entre 200 a 290 g, provenientes do Biotério da
Universidade Federal do Para, e mantidos no Biotério do Laboratorio de
Neuroquimica, sob condi¢des de livre acesso a agua e alimentacdo, como também a
temperatura ambiente constante e ciclo claro-escuro de 12 horas, de 7:00 as 19:00 e
mantidos a temperatura ambiente de 22 + 2 °C. Os protocolos para 0s experimentos
usados neste estudo foi aprovado pelo comité de ética institucional (CEPAE-UFPA)

sob registro: BIO024-10.
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3. 4. DROGAS

Para o estudo de caracterizacdo das convulsdes foram utilizados acetato
de cunaniol e cunaniol na concentracdo de 5 mg/ml dissolvido em 0,1 % de Tween
20 (Sigma) e solucéo fisiolégica NaCl (0,9 %).

Baseado em estudos farmacoldgicos realizados no Laboratério de
Neuroquimica, foram observadas que referidas substancias possuem propriedades
convulsivantes apo6s aplicacdo via intraperitoneal, sendo que a curva dose-resposta
em ratos para o cunaniol indicou dose efetiva média de 2,92 + 0,69 mg/kg e dose
letal média de 3,64 = 0,39 mg/kg. Considerando que as substancias séo
fotossensiveis, foram acondicionadas em frascos adequados e mantidas em

refrigeracao.

3.5. CARACTERIZACAO DA CINETICA DO ACETATO DE CUNANIOL E
CUNANIOL APOS APLICACAO INTRAPERITONEAL DE EXTRATO HEXANICO,

ATRAVES DA ANALISE CROMATOGRAFICA DO PLASMA DOS ANIMAIS

Foram realizadas analises cromatograficas do plasma dos animais
apresentando convulsdes induzidas pelo extrato hexanico na dose de 26,25 + 2,59
mg/kg via intraperitoneal, para verificacdo através da cromatografia liquida dos
tempos de retencdo das substancias majoritarias encontradas no extrato hexanico
(acetato de cunaniol e cunaniol), a partir da analise plasmatica, verificando o tempo
de absorcao e laténcia para o aparecimento do comportamento convulsivo.

A colheita de sangue foi procedida em tempo fixo ap6s a aplicacao,
respectivamente em trés, cinco, 15, 30 e 60 minutos. O sangue foi mantido em gelo

em frascos heparinizados (Liguemine® 5000 Ul/ml Laboratério Blausiegel) e
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posteriormente centrifugado em resfriamento a 7500 RPM durante 10 minutos. As
amostras foram armazenadas em tubos e resfriadas a -80° C, e encaminhadas ao
Laboratorio de Cromatografia (LABCRO-UFPA), onde sofreram desproteinizacédo
com acetonitrila e em seguida filtradas e preparadas para andlise cromatogréficas.

O mesmo procedimento de colheita de sangue foi feito com animais
higidos, para testes in vitro com o plasma. Apdés a centrifugacéo e acondicionamento
do plasma foi incubado o volume de 900 pl a 37° C durante 30 minutos, com 100
de acetato de cunaniol a 2 %, com concentragao final de 0,2 mg/ml, a reacgéo foi
parada com acetonitrila para resfriamento das amostras, em seguida foi feita a
analise cromatografica.

Para a verificacdo da via metabdlica do acetato de cunaniol, o plasma foi
dopado antecipadamente com fisostigmina 0,01 mg/ml (Sigma), provocando a
carbamilacdo das colinesterases presentes e posteriormente adicionado acetato de

cunaniol 0,2 mg/ml, e incubado durante 30 minutos a 37°C.

3.6. CARACTERIZACAO DOS REGISTROS ELETROCORTICOGRAFICOS

DE ANIMAIS EM CONVULSAO
3.6.1. Cirurgia para Implante de Eletrodos

Para a obtencdo de registros eletrocorticograficos (ECoG) apds a
aplicacdo da droga, todos os ratos usados nos experimentos foram submetidos a
procedimento cirdrgico para implante e fixacao de eletrodos (Figura 5).

Inicialmente foi adotado para o procedimento de anestesia dos animais
associacao de cloridrato de quetamina 10 % (Dopalen ® Laboratério Vetbrands) via
intraperitoneal, na dose de 50 mg/kg (5 mg/100 g de peso vivo), cloridrato de xilazina
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a 2 % na dose de 5 mg/kg (Kensol® do Laboratério Koning) e diazepam 1 mg/kg
(Laboratorio Cristalia), via intraperitoneal. Antes de iniciar a cirurgia para implantar
os eletrodos, foi avaliado o grau de anestesia (plano anestésico), verificando o
reflexo & dor apdés compresséo da cauda ou do reflexo interdigital para verificar a
necessidade de suplementacdo anestésica. Se o animal ndo apresentar reacdo, €
iniciada a tricotomia para expor a pele sobre o cranio, devendo ser injetado lidocaina
a 2 % (Laboratério Hipolabor) com vasoconstritor, para reforcar o efeito anestésico
no local da incisédo. Sendo a lidocaina colocada também nos meatos auriculares
para diminuir o efeito da pressdo exercida nesse local pelas barras auriculares
guando o animal for fixado ao esteriotaxico. Apos tricotomia e as devidas medidas
de assepsia e anestesia, 0 animal é posicionado em aparelho esteriotaxico.

Apos a incisédo longitudinal da pele da cabeca, foi realizado a exposicao
da superficie 6ssea do cranio e cuidadosamente limpa (Figura 6), para perfuracéo do
cranio foram utilizadas brocas odontolégicas nas coordenadas esteriotaxicas de
Bregma 0,96 mm, latero-lateral £ 2 mm, dorso-ventral -2 mm em area do cortex
motor do rato (Figuras 7 e 8) e Bregma -10,92 mm, latero-lateral £ 1 mm e dorso-
ventral de -4 mm, para registro do cerebelo (Paxinos & Watson, 2005). Os eletrodos
foram fixados ao cranio dos ratos utilizando acrilico autopolimerizante. Apds a
cirurgia foi aplicado antibiético enrofloxacina (Flotril® 2,5 % Laboratério Schering-
Plough) na dose de 10 mg/kg e antinflamatério flunixin meglumine (Banamine®
Laboratério Schering- Plough 10mg/ml) na dose de 2 mg/kg, com obtencédo dos
registros apos sete dias da cirurgia.

Para obtencao dos registros os animais foram inicialmente anestesiados

com o éter dietilico P.A. (Sigma), o que possibilitou a colocacgéo e fixacdo de tubo
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endotraqueal, lubrificado previamente com Cloridrato de lidocaina Gel a 2%
(Laboratério Hipolabor), em seguida foi utilizado 6 mg/kg de Trietiliodeto de
Galamina (Flaxedil® 40 mg do Laboratério Rhodia Farma LTDA) por via
intraperitoneal, de tal forma que a medida em que os planos anestésicos
superficializam o miorrelaxante é absorvido mantendo o animal imével, a respiracao

do animal foi mantida mecanicamente durante todo o experimento.

3.6.2. Equipamentos Utilizados para Obtencéao de Registros
Para investigacdo proposta no presente trabalho, a principal técnica

utilizada foi de registro eletrofisiolégico de potencial de campo. Decorridos sete dias
apos a cirurgia, os animais foram submetidos ao quadro convulsivo com 2,92 + 0,69
mg/kg de cunaniol via intraperitoneal. A aquisi¢cao do registro foi realizada através de
um amplificador diferencial com alta impedancia de entrada AC (Grass Technolgies,
Modelo P511) ajustados com filtragem de 0,3 Hz (passa baixa) e 300 Hz (passa
alta), monitorados com um osciloscopio (Protek, Modelo 6510), e continuamente
digitalizados em uma taxa de 1 KHz por um computador equipado com uma placa de

aquisicao de dados (National Instruments, Austin,TX).

3.6.3. Andlise do Eletrocorticograma (ECoG)

Para a caracterizaracdo dos aspectos de hiperexcitabilidade neuronal nas
convulsdes ocasionadas pelo cunaniol, foi utilizado o programa Signal® 3.0 e
Matlab® 7.1, que possibilitou a analise no dominio da frequéncia das ondas
cerebrais, além da inspecao visual dos padrées ondulatérios. A analise espectral de

poténcia dos componentes de frequéncia do ECoG, proporcionou correlacionar os
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estagios de excitabilidade neuronal, apds a aplicagdo de drogas para controlar as

convulsdes.

Figura 6- Inciséo cirargica longitudinal demonstrando a linha do Bregma.
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Figura 8- Posicionamento apos a perfuracdo do crénio, posicao lateral de 2 mm e

dorso-ventral de 2 mm.
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/ Cortex motor
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Figura 9- Coordenada esteriotaxica e posicionamento do eletrodo no cArtex motor.

3.7. AVALIACAO DA ACAO DE DROGAS NO CONTROLE DAS
CONVULSOES INDUZIDAS POR APLICACAO DE CUNANIOL

O tratamento via intraperitoneal de ratos com cunaniol na dose de 2,92 +
0,69 mg/kg foi capaz de induzir convulsdes tdnico-clénicas sem causar a morte, e a
dose de 3,64 £ 0,39 mg/kg induz convulsdes tonico-clonicas seguida por perda do
reflexo de postura e morte, em média 26 = 10 minutos apds a administracao.

Os ratos foram distribuidos em seis grupos com seis animais que
receberam por via intraperitoneal inje¢cdes prévias (30 minutos antes) de solugéo
salina (NaCl 0,9 %) (10 ml/kg), Diazepam (Compaz®, Laboratorio Cristalia) (5
mg/kg), Fenobarbital (Fenocris®, Laboratério Cristalia) (30 mg/kg), Escopolamina
(Uni Hioscin® Laboratorio UNI) (10 mg/kg), Cloridrato de Xilazina (Kensol®) (20
mg/kg) e Cloridrato Quetamina (Dopalen®) (100 mg/kg), posteriormente cada grupo

recebeu doses crescentes de cunaniol, que variaram entre 1,1 a 13,3 mg/kg via
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intraperitoneal. Os animais tratados foram observados durante 60 minutos e o efeito
comportamental foi avaliado, obedecendo a uma escala de classificagdo em estagios
proposta por Moreira et al. (1989), e adequada para este trabalho, conforme os
estagios seguintes:

Estagio - 1: Os animais apresentam imobilidade, salivacdo discreta,
tremores de pinas e vibrissias.

Estagio - 2: Os animais apresentam movimentos orofaciais (abre e fecha
a boca), movimentos rapidos com as vibrissias e cauda embandeirada.

Estagio - 3: Os animais apresentam crises clonicas isoladas em um ou
mais membros, e espasmos tonicos nos membros anteriores.

Estagio - 4. Os animais apresentam crises clonicas generalizadas,
salivacao abundante, e perda transitoria do reflexo de postura.

Estagio - 5: Os animais apresentam crises tonico-clénicas (Grande-Mal),
cianose, perda do reflexo de postura e morte por incapacidade de respirar no
momento da convulséo.

Cada estagio subsequente inclui os comportamentos dos estagios
precedentes. Os estagios foram utilizados em uma escala progressiva de relacéo
dose/efeito estabelecendo correlacdo entre os estagios apresentados apds a
aplicacao de doses crescentes de cunaniol.

Para facilitar a analise do comportamento observado apds a aplicacdo do
cunaniol, os referidos estagios foram desmembrados e para cada comportamento
apresentado atribui-se um valor em escala progressiva de 1,0 a 10,0. Os
comportamentos caracteristicos foram observados em cada animal, a intensidade do

comportamento foi registrado usando a escala de Rundfeldt et al. (1995) e
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Homayoun et al. (2002), modificada de acordo com os estagios caracteristicos da
convulsdo, sendo o comportamento registrado durante 60 minutos usando a
seguinte escala: imobilidade (1,0), tremores de pina e vibrissias ericadas (1,5),
tremores orofaciais (2,0), cauda embandeirada (3,0), crises clonicas isoladas
principalmente em membros anteriores (4,0), espasmos tbnicos em membros
anteriores (5,0), crises clénicas generalizadas com perda transitoria do reflexo de
postura (6,0), crises tbnico-clonicas (8,0) e morte (10,0). Para a confirmacdo dos
dados obtidos pela analise comportamental, foram implantados eletrodos nos
animais para registros eletrocorticograficos, obtendo o tracado 30 minutos apods a
aplicacdo das drogas anticonvulsivantes e 30 minutos apds a aplicacdo de 3,64+
0,39 mg/kg de cunaniol, para proporcionar avaliacdo do pré-tratamento com as
drogas anticonvulsivantes e miorrelaxantes no desencadeamento e propagacao do
processo convulsivo.

Para analisar a influéncia da ordem de aplicacdo na atuacdo das drogas
anticonvulsivantes, o protocolo de analise foi invertido, sendo o cunaniol a primeira
droga a ser aplicada por via intraperitoneal na dose de 2,92 + 0,69 mg/kg, a partir do
gual se registrou o eletrocorticograma durante 30 minutos. Posteriormente foi
aplicado por via intraperitoneal, os anticonvulsivantes pré-estabelecidas para o

controle das convulsdes,e foi registrado o eletrocorticograma por mais 30 minutos.

3.6.8. Anélise Estatistica

Os resultados foram apresentados em estatistica descritiva como média,
desvio padrdo. Na analise de variancia (ANOVA) um critério seguida do teste “t” de

Student (amostras independentes), os dados obtidos por progressédo néo linear foi
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expressado com limites de confianca e analisado em uma escala logaritmica. As
proporcdes foram analisadas e as diferencas foram detectadas pelo teste de Fisher.

os valores de P<0,05 foram considerados estatisticamentes significativos.

4. RESULTADOS

4.1. ANALISE CROMATOGRAFICA DO PLASMA DE ANIMAIS QUE
RECEBERAM INJECOES INTRAPERITONEAIS DE EXTRATO HEXANICO
(ACETATO DE  CUNANIOL E  CUNANIOL) E  AVALIACAO DA

BIOTRANSFORMACAO DO ACETATO DE CUNANIOL EM CUNANIOL

De acordo com o Cromatograma 3 0 extrato hexanico € composto
basicamente por uma mistura de acetato de cunaniol e cunaniol, com tempo de
retencdo de 5,07 minutos para o cunaniol e de 11,25 minutos para o acetato de
cunaniol, correspondendo as substancias majoritarias do extrato, comprovando a
presenca destas substancias utilizadas no experimento. Foi possivel também
verificar a preseca de dois outros compostos minoritarios com tempo de retencédo de
3,59 e 8,08 minutos.

Através do Cromatograma 4 foi possivel demonstrar o perfil
cromatografico do plasma dos ratos higidos sem a aplicacdo prévia de extrato
hexanico, observando a presenca de substancia endégena com o tempo de pico em

1 minuto.
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Cromatograma 3- Perfil cromatografico da amostra de extrato hexanico utilizado no

tratamento dos animais, observar tempo de retencdo das substancias majoritarias

cunaniol e acetato de cunaniol.

63



mAU
273nm,4nm (1.00)

120

110
100
|
90

80

70

60

50 ‘
40 ‘
30

20 \
10}

o] L Yo m

-104

_20\"“\‘“‘\“"\““\"“\‘“‘\““\““\““\““\

Cromatograma 4- Perfil cromatografico de amostra de plasma de animal nao tratado.

Na analise do Cromatograma 5 o perfil cromatografico do plasma dos
animais, decorridos trés minutos ap6s a aplicacao intraperitoneal de 26,25 + 2,59
mg/kg de dose efetiva de extrato hexanico, os animais apresentaram, movimentos
rdpidos com as vibrissia e cauda embandeirada. O cromatograma revelou a
presenca de cunaniol no plasma dos animais com tempo de retencdo de 5,059
minutos. Nao sendo observado a presenca do acetado de cunaniol no plasma do
animal tratado, de acordo com o Cromatograma 3.

Através da analise cromatogréfica do sangue dos animais colhidos 5
minutos apos a aplicacao intraperitoneal do extrato hexanico, nos quais 0s animais
apresentaram crises clonicas generalizadas, salivacdo abundante e perda transitoria

do reflexo de postura, foi observado pico de cunaniol, indicando a presenca da
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substancia no plasma, e a auséncias da deteccdo do acetato de cunaniol

(Cromatograma 6).
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Cromatograma 5- Perfil cromatografico da amostra de plasma retirada trés minutos

apos aplicacao intraperitoneal de extrato hexanico.

65



AU
Ch1-243nm,4nm (1.0
130-1ch2-272nm,4nm (1.0
ICh3-289nm,4nm (1.00)
(L0
(L0

ICh4-308nm, 4nm
120-{Ch5-330nm,4nm

110

Enddégeno

v

907 Cunaniol
80 /
70+

60

100

50
40

30 \

20 |

104

Cromatograma 6— Perfil cromatografico da amostra de plasma retirada cinco minutos

apos a aplicacao intraperitoneal de extrato hexanico.

Amostras de plasma coletados 15 e 30 minutos apds o contato com a
droga e analisadas pela cromatografia liquida, indicou somente a presenca de
cunaniol, com animais apresentando comportamentos definidos por convulsdes
ténico-clonica, perda do reflexo de postura e cianose.

Na analise do perfil cromatografico das amostras do plasma apdés uma
hora de aplicacdo do extrato hexanico (Cromatograma 9), foi constatada somente a
presenca de cunaniol, neste caso, 0S animais apresentavam comportamento

convulsivo com perda do reflexo de postura, salivacdo e tremores de vibrissia.

66



AU
[Ch1-243nm, 4nm (1.00)
130-Ch2-272nm,4nm (1.00)
ICh3-289nm,4nm (1.00)
@
(L

ICh4-308nm,4nm (1.00)
120-/Ch5-330nm,4nm (1.00)

1104

100

80+ Cunaniol

701 /
eo Enddgeno

Cromatograma 7- Perfil cromatografico do plasma retirado 15 minutos apds a

aplicacao intraperitoneal de extrato hexanico.

ICh1-243nm,4nm (1.00)

160-Ch2-272nm;4nm (1.00)
ICh3-289nm,4nm (1.00)

1507Ch4-308nm,4nm (1.00)
ICh5-330nm, 4nm (1.00)

140

130

120

110

1004 Cunaniol

Enddégeno

90

80 /

70

60-]

50-]

40

30 I

20

" UM

o A

104

20
—
0.0 25 5.0 7.5 10.0 125 15.0 17.5 20.0 225 min

Cromatograma 8- Cromatografia do plasma retirado 30 minutos apds aplicacéo

intraperitoneal de extrato hexanico.
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Cromatograma 9- Perfil cromatografico da amostra de plasma, retirada uma hora

apos aplicacao intraperitoneal de extrato hexanico.

As andlises dos perfis cromatogaficos do plasma dos animais, nao

demonstraram a presenca do acetato de cunaniol, sugerindo que o mesmo sofra

biotransformacdo plasmatica por desacetilacdo, dando origem ao cunaniol, que

corresponde a droga responsavel pelos efeitos convulsivantes observados apos a

aplicacao.
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Figura 10- Metabolismo plasmatico do acetato de cunaniol em cunaniol.

Para elucidar a via de biotransformacdo do acetato de cunaniol em
cunaniol, inicialmente o plasma de um animal sadio foi colhido, em seguida incubado
a 37° C, com o acetato de cunaniol durante um periodo de 30 e 60 minutos,
posteriormente analisado por cromatografia liquida (Cromatograma 10), que
demonstra o tempo de retencdo para o padrdo da droga, o padrdo do plasma
controle e a forma de acetato de cunaniol dando origem ao cunaniol por
desacetilacdo a nivel plasmatico em 30 e 60 minutos de contato, indicando ser um

processo rapido e de alta seletividade e eficiéncia.
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Cromatograma 10- Comparacdo dos cromatogramas, (1) padrdo do acetato de
cunaniol 0,2 mg/ml; (2) plasma tratado com acetato de cunaniol na concentracao de
0,2 mg/ml, apés 30 minutos de incubacédo a 37° C; (3) andlise do plasma apds a
incubacédo de 60 minutos com acetato de cunaniol na concetracéo de 0,2 mg/ml, e;

(4) plasma do animal controle.
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Cromatograma 11- Perfil cromatografico do plasma apés a utilizacdo de acetato de
cunaniol a 0,2 mg/ml (1); aspecto cromatografico do plasma na presenca de
fisostigmina (2); plasma contendo 0,01 mg/ml de fisostigmina e acetato de cunaniol

0,2 mg/ml (3). Todos avaliados apds a incubacéo de 30 minutos a 37°C.

A comprovacdo da desatetilacdo foi confirmada em teste in vitro,
utilizando o plasma de animais sadios, que foram incubados (Cromatograma 11) no
experimento 1, com o acetato de cunaniol a 0,2 % e ap0s o periodo de incubacéo de
30 minutos a 37° C, foi detectado por cromatografia liquida somente o cunaniol e
residuos de acetato de cunaniol, comprovando que enzimas contidas no plasma
possuem a capacidade de desacetilar o acetato de cunaniol. Para elucidar o

problema e identificar a rota de metabolizacdo do acetato de cunaniol, foi utilizada a
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fisostigmina para carbamilar a regido esterasica das esterases plasmaticas
causando um bloqueio reversivel dessas enzimas. O acetato de cunaniol foi
adicionado na concentragdo de 0,2 mg/ml e incubado durante 30 minutos a 37° C.
Posteriormente o plasma sofreu andalise cromatofragica, detectando a presenca de
acetato de cunaniol e de cunaniol, demonstrando que embora ainda se tenha
residuos detectaveis de acetato de cunaniol no experimento in vitro (1) é no
experimento (3) que a substancia aparece de forma incontestavel apos o bloqueio
das esterases plasmaticas com a fisostigmina. Porém o que se pode afirmar € que
a(s) enzima(s) responsaveis pela biotransformacdo do acetato de cunaniol em
cunaniol esta presente no plasma, porém o bloqueio das esterases pela fisostigmina
na concentracdo utilizada néo foi suficiente para bloquear totalmente sua

biotransformacao.

4.2. CARACTERIZACAO DOS REGISTROS ELETROCORTICOGRAFICOS

DE ANIMAIS EM CONVULSAO

1mV

2000 s
Figura 11- Registro da atividade de campo elétrico no cértex motor de ratos apos a

aplicacdo de cunaniol por via intraperitoneal, com duragao de 4 horas.
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Figura 12- Registro eletrofisiolégico da atividade no cerebelo de ratos apds a

aplicacdo de cunaniol por via intraperitoneal, com duracéo de 1,5 horas.

A aplicacdo de cunaniol na dose de 2,92 *+ 0,69 mg/kg via intraperitoneal,
foi capaz de causar alteracfes nos tracados registrados no cortex motor de ratos,
com aumento da amplitude e frequéncia no registro, com curto periodo de laténcia
para o aparecimento das alteracdes. O registro foi feito durante quatro horas, o que
comprova efeitos prolongados apéds aplicacdo da droga, outra caracteristica do
registro é que apresenta inicialmente um padrao ciclico com variacdo de amplitude e
frequéncia que é mantido durante 2,78 horas, ap0s esse periodo, a sincronia dos
ciclos de disparos foram interrompidas pela elevacdo e manutencdo da amplitude e
da frequéncia durante o periodo registrado, com dura¢éo de 1,22 horas (Figura 11).
A figura 12 demonstra as salva de potenciais que ocorrem no cerebelo, inicialmente

demonstrando os ciclos caracteristicos ap6s a apliccdo de cunaniol.
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Grafico 1- Numero de impulsos registrados em eletrocorticograma de ratos durante

uma hora de convulsédo, apdés a aplicacdo de 2,92+ 0,69 mg/kg de cunaniol.

Apbs a aplicacao de 2,92 +0,69 mg/kg de cunaniol, o nimero de impulsos
registrados por eletrocorticograma em ratos durante uma hora, demonstrou que a
atividade neuronal ficou alterada (Grafico 1). Quanto ao namero de impulsos, 0s
picos maximos de registros ocorreram em 15°, 29° e 53° minutos, detectados entre o
intervalo de 600 a 800 impulsos, corresponderam aos pontos de maior niumero de
impulsos registrados. Os registros observados no 30° e 54° minutos estédo
localizados na escala entre o intervalo de 400 e 600 impulsos, constata-se que
esses registros ocorreram nos minutos seguintes aos picos maximos, desta forma,
hd uma diminuicAo de registros nos minutos seguintes aos picOS MAaximos
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registrados. Uma faixa menor de impulsos registrados na escala entre 200 e 400,
que corresponderam aos 9° 10° 38° 39° e 46° minutos. A maioria dos registros
posicionou na escala entre 50 e 200 impulsos. Durante o registro foram observados
impulsos préximos a atividade basal, como o observado no 25° minuto. Nos minutos
seguintes, 0os numeros de Iimpulsos registrados sdo cada vez maiores,
caracterizando uma atividade ciclica, oscilando entre picos maximos de registros e
proximos a atividade basal.

Levando em consideracdo o procedimento de aplicacdo da droga que
deve obter concentracdes plasmaticas cada vez mais elevadas no decorrer do
tempo, devido ao processo de absorcdo gradativo que ocorre a nivel peritoneal, a
concentragcdo plasmatica aumenta tornando a biodisponibilidade maior até atingir o
pico de concentragdo maxima, o que corresponde ao maximo de atividade, porém,
nao existe a correlacdo entre a biodisponibilidade da droga e a fase assumida dos
impulsos registrados durante o experimento. O registro maximo foi atingido pela
primeira vez em 15 minutos, demonstrando que a droga € muito lipossoluvel e
facilmente passa pela barreira hematoencefalica, este fato pode ser constatado no
primeiro minuto apés aplicacdo, onde, foram observadas mudancas nos tracados

ECoG.
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Figura 13- Padrdes de ondas observados em registros de ECoG em ratos sob o

efeito do cunaniol (Representativo de quatro animais).

Foram observados cinco padrbes de ondas no tracado do ECoG apos a
aplicacdo de 2,92 mg/kg de cunaniol (Figura 13). Os padrdes de tracados foram
numerados de | a V de acordo com a ordem de surgimento no registro. Apos a
aplicacdo da droga o tempo de laténcia para o padrao | foi de 75 £ 19 segundos. O
padrdo | foi diferente do basal, porque possui o tragcado mais irregular, e sua
intensificacdo ocorre pelo aumento da amplitude. O padrdo Il corresponde ao
registro de alta frequéncia, com o tempo de laténcia de 4,81 + 1,87 minutos, 0
tracado indica nivel de excitabilidade elevado neste padrdo, provocando o
comportamento convulsivo. O padréo Il foi observado logo em seguida ao registro
de alta frequéncia, o padrédo de tracado indica baixa frequéncia e amplitude elevada,

com laténcia de 6,7+ 2,38 minutos. O padrao IV ocorre pelo aumento do registro da
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frequéncia no tracado logo apds intensificacdo do padrao Ill, com laténcia de 16,3 +
5,28 minutos, mostrando uma frequéncia menor e uma amplitude maior que a do
padrao Il.

No padrdo V de registro ocorre da diminuicdo da frequéncia e aumento
gradativo da amplitude, com laténcia de 18,62 + 7,35 minutos. Os padroes
confirmam que os registros de alta frequéncia estdo intercalados com de baixa

frequéncia. Os padrdes | e Il s&o 0s que mais se repetem durante no registro.

Controle (A)
S s e R Y R S R e S S B R G R ISR S B PReiTien

12 horas (B)

24 horas (C)

WWWNWWW

0,5mV

400 s
Figura 14- Registro eletroencefelografico do cértex motor de ratos, com tracado

indicando atividade basal (A), registro obtido 12 horas apds aplicacdo de cunaniol

(B), e registro obtido 24 horas apds aplicacdo de cunaniol (C).

O registro eletroencefalografico na Figura 14, demonstra a atividade do

cunaniol 12 horas ap0s a aplicacdo intraperitoneal de 2,92 mg/kg, 0 comportamento
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observado nos animais sdo caracterizados por tremores de vibrissias, movimentos
mastigatorios, tremores na musculatura do pesco¢co e movimentos rapidos com 0s
olhos. O reflexo de postura esta normal, porém o animal ndo explora o ambiente,
permanecendo imoével na gaiola. No registro de 24 horas apdés a aplicacédo
demonstrou tracado compativel com atividade neuronal normal, nesse periodo os

animais voltam a se alimentar normalmente e a explorar o ambiente.
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4.3. AVALIACAO DAS ACOES DE DROGAS NO CONTROLE DAS

CONVULSOES APOS APLICACOES DE DOSES PROGRESSIVAS DE CUNANIOL

POR VIA INTRAPERITONEAL

Tabela 3- Relacdo entre as caracteristicas clinicas dos estagios convulsivos e a

concentracdo plasmatica de cunaniol (n=4).

Estagios da
convulsao

Caracteristica
comportamentais de
cada estagio

Laténcia em
Minutos

Concentragao
plasmatica de cunaniol
em pg/ml de plasma

Estagio -1

Estagio -2

Estagio -3

Estagio -4

Estagio -5

Os animais apresentam
imobilidade, salivacao
discreta, tremores de
pinas e vibrissias.

Os animais apresentam
movimentos  orofaciais
(abre e fecha a boca),
movimentos rapidos com
as vibrissias e cauda
embandeirada.

Os animais apresentam
crises clonicas isoladas
em um ou mais membros
e espasmos tdnicos nos
membros anteriores.

O animal apresenta
crises clénicas
generalizadas, salivacé@o
abundante e perda
transitoria do reflexo de
postura.

O animal apresenta
crises ténico-clénicas
(Grande-Mal), cianose,
perda do reflexo de
postura e morte por
incapacidade de respirar
no momento da
convulsédo.

1,03 £ 0,394

2,95 +0,208

3,55+0,394

4,41 + 0,404

5,22 £0,310

0,75 +0,12 pg/ml

1,10 *0,15 pg/ml

1,38 +0,21 pg/ml

2,16 +0,44 pg/ml

2,10 £ 0,25 pg/ml
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A partir da analise cromatogréfica do plasma dos animais submetidos a
aplicacéo intraperitoneal de 3,64 mg/kg de cunaniol. Foram observados os estagios
das convulsdes de acordo com suas caracteristicas clinicas, tempo de laténcia para
aparecimentos dos sinais caracteristicos dos estagios e concentracao plasmatica de
cunaniol em cada estagio.

O tempo médio de laténcia para atingir o Estagio 1 foi de 1,03 + 0,394
minutos, 0s animais apresentaram imobilidade, salivagdo discreta e tremores de
pinas e vibrissias, a concentracdo correspondente de cunaniol obtida no plasma dos
animais por analise cromatogréfica foi de 0,75 £ 0,12 ug/ml. Para o Estagio 2 a
concentragcdo plasmatica correspondeu 1,10 + 0,15 pg/ml, com laténcia de 2,95 +
0,208 minutos com comportamento caracteristico de movimentos orofaciais,
movimentos rapidos com as vibrissias e cauda embandeirada. No Estagio 3, onde os
animais apresentaram sinais de excitabilidade com clonias isoladas e espasmos
tbnicos, principalmente nos membros anteriores, o tempo de laténcia foi de 3,55 *
0,394 minutos e a concentracdo plasmatica de 1,38 + 0,21 ug/ml. Nos Estagios 4 e
5, a analise cromatografica do plasma néo evidenciou diferencas nas concentracdes
plasmatica de cunaniol, nesses estagios 0s animais apresentaram respectivamente,
crises clénicas isoladas e perda transitoria do reflexo de postura com laténcia de
4,41 £ 0,404 minutos, concentracdo plasmatica de 2,16 + 0,44 pug/ml e crises ténico-
clénicas com perda do reflexo de postura com 5,22 + 0,310 minutos para a laténcia e
2,10 + 0,25 pg/ml de concentracdo plasmatica. Desta forma a biodisponibilidade é
um fator importante no desencadeamento dos estagios iniciais do quadro convulsivo,

e a relacdo entre as diferencas do Estdgio 4 e do Estagio 5 sdo simplesmente
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clinica, demonstrando que o tempo de contato da droga com o organismo foi

fundamental para o desencadeamento das convulsdes (Tabela 3).

05 mY

1 1 | 1 50 s

62l E1 E2 E3  E4 ES

b

Figura 15- Relacédo entre o comportamento convulsivo presente em cada estagio e

as alteracbes no tracado eletrocorticografico.

As caracteristicas de cada estagio comportamental podem ser bem
evidenciadas apds a aplicacdo de cunaniol, os trés primeiros estagios (E1, E2 e E3)
sdo de evolucdo rapida e dependente da concentracdo da droga no sangue, a
laténcia curta para mudanca no tracado, comprova acesso rapido ao SNC. No quarto
estagio ocorre o aumento da amplitude e da frequéncia de disparos e possui
caracteristicas comportamentais que se traduzem por convulsdes clénicas com
perda transitoria do reflexo de postura, ndo existe um periodo de transicdo que
demonstre claramente a passagem do quarto para o quinto estagio, porém o quinto

estagio se caracteriza pelo aumento da intensidade das convulsdes, que passam a
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manifestar um componente tonico, que leva o animal a apresentar crises tonico-
clénico com perda de reflexo de postura (Figura 15).
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Grafico 2— Curva dose-efeito para atividade excitatoria central do cunaniol apos

aplicacao intraperitoneal do anticonvulsivante Fenobarbital.
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Fenobarbital Fenobarbital + cunaniol
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Figura 16- Registro eletrocorticografico apos aplicacdo de 30 mg/kg de fenobarbital

com duracao de 30 minutos (A), continuacéo do registro eletroencefalografico apés

aplicacdo de cunaniol em dose letal, demonstra a eficacia do fenobarbital no controle

das convulsdes (B).
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Para elucidar o mecanismo pelo qual sdo desencadeadas as convulsdes,
foram utilizados drogas anticonvulsivantes classicas que agem no receptor GABAa
(fenobarbital e diazepam), droga com atividade antimuscarinica (escopolamina), alfa-
2 agonista (cloridrato de xilazina) e bloqueador ndo competitivo do receptor N-metil-
D-aspartato do glutamato (cloridrato de quetamina). As drogas foram administradas
30 minutos antes das aplicacdes de doses crescentes de cunaniol.

O Fenobarbital foi administrado na dose de 30 mg/kg por via
intraperitoneal, 30 minutos antes da aplicacdo de cunaniol, posteriormente 0s
animais foram observados por uma hora. O Fenobarbital possui acdo direta nos
receptores do neurotransmissor inibitério Acido Gama Aminobutirico (GABA), no
gual a interacdo entre o Fenobarbital e o receptor GABAA provoca a abertura dos
ion6foros de cloro, permitindo a hiperpolarizacdo da membrana neuronal,
possibilitando o controle das convulsbes. Os resultados demonstraram que o
Fenobarbital foi eficiente em controlar o comportamento convulsivo (Grafico 2), de
acordo com as caracteristicas principais dos estagios houve aumento nas doses de
cunaniol em relacdo ao controle de 3,68 + 0,54 vezes para a manifestacdo de
espasmos tonicos (Grafico 7), 3,13 + 0,63 para crises clénicas com perda transitoria
do reflexo de postura (Grafico 8) e 2,68 + 0,31 vezes para crises ténico-clénicas
(Gréfico 9). O eletrocorticograma demonstrou que ap6s a administracdo de
fenobarbital o cunaniol ndo foi capaz de desencadear aumento na frequéncia e
amplitude de disparos, diminuindo a intensidade da resposta neuronal, comprovando

sua acéo anticonvulsivante (Figura 16 A e B).
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A atuacdo do bloqueador ndo competitivo do receptor NMDA do
glutamato, a Quetamina, demonstrou ser eficaz no controle do comportamento
convulsivo e reduzindo a letalidade das doses de cunaniol durante a observacgao
(Grafico 3). Os animais submetidos a dose de 100 mg/kg de Quetamina
apresentaram inicialmente como comportamento a cauda embandeirada evoluindo
para crises clonicas isoladas. A diminuicado dos efeitos excitatérios do cunaniol ap6s
aplicacdo da quetamina podem ser observadas no (Grafico 3). Apos a aplicacao de
guetamina a dose de cunaniol aumentou 2,95 * 0,45 vezes a dose controle para se
obter espasmos ténicos (Grafico 7), 2,88 + 0,42 para o comportamento de crises
clénicas generalizadas com perda transitéria do reflexo de postura (Grafico 8) e 2,84
+ 0,31 para crises tonico-clénicas (Gréfico 9).

O eletrocorticograma demonstrou que apods a aplicacdo da quetamina, o
cunaniol na dose letal, foi capaz de provocar mudancas no tracado
eletrocorticografico com aumento na frequéncia e amplitude, ndo ocorrendo
sincronia de disparos, que é caracteristico das convulsdoe induzidas por cunaniol

(Figura 17 A e B).
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Grafico 3- Curva dose-efeito para atividade excitatoria central do cunaniol apos

aplicacao do anestésico dissociativo cloridrato de quetamina.
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Figura 17- Registro eletrocorticografico apds a aplicacdo de 100 mg/kg de quetamina
via intraperitoneal, com duracdo de 30 minutos (A), continuacdo do registro apds a

aplicacdo do cunaniol em dose de 3,64 mg/kg, com duracdo de 30 minutos (B).
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Grafico 4- Curva dose-efeito para atividade excitatéria central do cunaniol, em

relacéo ao anticonvulsivante e miorrelaxante diazepam.
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Figural8- Eletrocorticograma registrado apos a aplicacdo de 5 mg/kg de diazepam

via intraperitoneal, com durac¢do de 30 minutos (A), continuacdo do registro apds a
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aplicacdo intraperitoneal de 3,64 mg/kg de cunaniol, demonstra a eficacia do
diazepam no controle das convulsdes (B).

A utilizacdo prévia do Diazepam na dose de 5 mg/kg por via
intraperitoneal para o controle das convulsdes induzidas por cunaniol, apresentou
ser efetivo, conforme verificado no Gréfico 4. Os comportamentos iniciais da escala
foram obtidos na dose de 2,2 mg/kg de cunaniol. Para o aparecimento de espasmos
tonicos foram necessarias 4,44 + 0,54 vezes a dose controle (Gréfico 7), para crises
generalizadas com perda transitoria do reflexo de postura a dose correspondeu a 3,7
+ 0,21 vezes a dose controle (Grafico 8) e para crises ténico-clénicas 3,12 + 0,21
vezes a dose controle (Grafico 9). O eletrocorticograma demonstrou que apés a
administracdo de diazepam o cunaniol administrado em dose letal, ndo foi capaz de
desencadear atividade neuronal intensa no cortex motor do rato, controlando a
frequéncia e amplitude de disparos (Figura 18 A e B).

A utilizacdo da escopolamina na dose de 10 mg/kg por via intraperitoneal,
demonstrou baixa seletividade no controle das convulsbes na avaliacédo
comportamental representado no Gréafico 5, ndo houve diferenca estatistica em
relacdo ao controle. A resposta eletroencefalografica demonstrou atividade neuronal

intensa no cortex motor (Figura 19).
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Grafico 5 — Curva dose-efeito para dose excitatoria central do cunaniol em relacéao a

atividade antimuscarinica da escopolamina (antagonista colinérgico muscarinico).
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Figura 19- Registro eletroencefalografico obtido apds aplicacédo de escopolamina na
dose de 10 mg/kg via intreperitoneal, com duracdo de 60 minutos, observar o
aumento da amplitude e frequéncia apos aplicacdo de cunaniol na dose de 3,64
mg/kg.

A utilizacdo de alfa-2 agonista (Cloridrato de Xilazina) na dose de 20
mg/kg, para o controle das convulsées é observado no Grafico 6. Esta droga possui
propriedades miorrelaxante, sedativa e analgésica. Testes para avaliacdo apos
doses crescentes de cunaniol, demonstrou diferenca estatistica em relacdo ao
controle, para a manifestacdo do comportamento convulsivo de espasmos ténicos
foram necessarias 2,2 + 0,51 vezes a dose controle (Grafico 7), para crises clénicas
generalizadas com perda parcial do reflexo de postura a dose de cunaniol foi 1,9 +
0,6 vezes a do controle (Gréafico 8) e para crises tdnico-clonicas 1,74 + 0,28 vezes a

dose controle (Grafico 9).
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O registro eletrocorticogréfico obtido ap6s a administracdo de dose letal
de cunaniol demonstrou atividade neuronal intensa no cértex motor, com aumento
da amplitude e frequéncia, porém o comportamento observado ndo reflete as
alteracbes eletrocorticograficas em relacdo a intesidade de disparos observados

(Figura 20 A e B).
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Grafico 6- Curva dose-efeito para atividade excitatoria central do cunaniol apos

aplicacao intraperitoneal do miorrelaxante de acédo central cloridrato de xilazina (a-

agonista).
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Figura 20- Registro eletrocorticografico obtido apods aplicacdo de 20 mg/kg de
xilazina via intraperitoneal com duracdo de 30 minutos (A), continuacdo do registro
apos aplicacao de 3,64 mg/kg via intraperitoneal de cunaniol, o registro demonstra a

eficacia da xilazina no controle das convulsdes (B).

De acordo com a classificacdo dos estagios convulsivos proposto no
trabalho, com excecdo da Escopolamina, todas as drogas tiveram diferencas
significativas no que se refere a diminuicdo das manifestacdes comportamentais em
relacdo a dose crescentes de cunaniol. Para controle da manifestacdo dos
comportamentos convulsivos dos Estagios 3 e 4, o fenobarbital e o diazepam foram
as drogas mais efetivas em relacdo a doses crescentes de cunaniol para o
comportamento de espasmos tdnicos e crises clénicas generalizadas com perda
transitoria do reflexo de postura (Graficos 7 e 8). Para o comportamento de crises
ténico-clonicas, caracteristica observada no Estagio 5, o fenobarbital, a quetamina e
o diazepam foram as drogas que controlaram de maneira mais eficiente o

comportamento, com resultados muito semelhantes, ndo havendo diferencas
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estatisticas entre elas. Porém mantiveram diferencas estatisticas para o grupo

controle e grupo da xilazina (Grafico 9).
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Grafico 7- Relacdo entre doses crescentes de cunaniol e o aparecimento do

comportamento de espasmos ténicos (P < 0,05).
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Grafico 8- Relacdo entre doses crescentes de cunaniol e o aparecimento do
comportamento de crises clonicas generalizadas com perda transitoria do reflexo de

postura (P < 0,05).
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Grafico 9- Relacdo entre doses crescentes de cunaniol e o aparecimento do

comportamento de crises ténico-clénicas (P < 0,05).
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Grafico 10- Relacdo entre a escala de efeito e o log da dose de cunaniol apés
administracdo das drogas utilizadas no controle das manifestacdes

comportamentais.

As curvas dose-resposta apOs a utilizacdo das drogas no controle das
manifestacbes comportamentais demonstram inclinaces semelhantes ao grupo
controle e grupo de animais tratados com escopolamina, indicando nao haver
interferéncia da droga no controle das manifestagcdes comportamentais exercida pela
aplicacao de cunaniol (Gréafico 10). A quetamina, o fenobarbital e o diazepam tiveram
suas curvas deslocadas em funcdo das doses maiores de cunaniol necessérias para

ocasionar as manifestacdes dos escores comportamentais, diminuindo a inclinacao
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das curvas, que apresentaram evolucao progressiva caracterizando manifestacoes
comportamentais dependentes da dose. Os grupos que receberam diazepam e
guetamina previamente, necessitaram de doses mais elevadas de cunaniol para
apresentarem os primeiros comportamentos na escala (Grafico 10).
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Figura 21- Registro eletrografico no cortex motor de ratos durante crise convulsiva

desencadeada pela aplicagdo intraperitoneal de cunaniol, e atividade
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eletrocorticografica registradas apds administracdo de diazepam (A) e do

fenobarbital (B) no controle das convulsdes.
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Figura 22- Registro eletrografico no cértex motor de ratos durante crise convulsiva

desencadeada pela aplicacao intraperitoneal de cunaniol, e apds administragcédo de

guetamina (A) e xilazina (B) no controle das convulsdes.
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Figura 23- Trechos das respostas eletrofisiolégicas (100 segundos de registro)
obtidas do padrédo basal e dos tratamentos: (A) Basal; (B) Cunaniol; (C) Cunaniol

+Diazepam; (D) Cunaniol + Fenobarbital; (E) Cunaniol + Quetamina.
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A droga que apresentou melhor controle das manifestagbes
comportamentais relacionado ao processo convulsivo foi o diazepam, para constatar
a atuacdo do anticonvulsivante, foram implantados eletrodos para registro no cortex
motor dos ratos. No registro podem ser analisados a relacdo entre frequéncia e
amplitude de disparos, apos a aplicacdo de cunaniol na dose de 2,92 mg/kg IP, o
registro apresenta mudancas nos tracados compativeis com quadros convulsivos,
com caracteristica ciclica, apés o registro de 30 minutos foi aplicado 5 mg/kg de
diazepam via IP. A avaliacdo do registro apds aplicacdo do diazepam demonstrou
diminuicdo da frequéncia e amplitude de disparos, comprovando a ac¢ao do
diazepam no controle das convulsdes (Figura 21 A). ApoOs administracdo de
fenobarbital ocorreu diminuicdo da frequéncia de disparos principalmente durante os
periodos mais criticos observados no registro, a amplitude se tornou menor,
proporcionando interrupcdo no desencadeamento do processo que leva a sincronia
de disparos (Figura 21 B). Foi comprovado que dos dois anticonvulsivantes
utilizados no experimento, o diazepam controlou melhor a amplitude e a frequéncia
de disparos em relacdo ao fenobarbital, quando utilizado 30 minutos apds a
aplicacao de cunaniol (Figura 23 C e D).

O comportamento convulsivo a partir da administracdo de doses
crescentes de cunaniol diminuiu pela aplicacdo de 100 mg/kg de quetamina. O
padrao de registro de atividade elétrica no cortex motor, observado apés a aplicacéo
de cunaniol, foi modificado com aplicacdo de quetamina, que se caracterizou por
diminuicdo na frequéncia e amplitude de disparos, interrompendo o
desencadeamento do processo que culmina com apresentacao de disparos de alta

frequéncia, conforme o registro controle (Figura 22 A). A amplitude e a frequéncia de
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disparos no registro apds a aplicacdo da quetamina foi menor quando comparado ao
registro observado para fenobarbital (Figura 23 E).

A utilizacdo da xilazina ap6és 30 minutos de convulsdo provocada pelo
cunaniol revelou no registro eletroencefalografico disparos ciclicos e sincronizados
semelhantes ao observado no controle, a frequéncia e amplitude sdo mantidas no
periodo inicial, e no final do registro pode ser notado a diminuicdo da frequéncia

(Figura 22 B).

5. DISCUSSAO
5.1. AVALIA(;AO DAS ANALISES CROMATOGRAFICAS DO PLASMA EM
TESTES In vivo E In vitro RELACIONADOS COM A BIOTRANSFORMACAO DO
ACETATODE CUNANIOL

Muitas substancias retiradas de plantas possuem atividades
convulsivantes, sendo potencialmente toxicas, entre elas a mais bem descrita € o
alcal6ide da Stricnus nux vomica que € altamente convulsivante, por bloquear os
receptores do neurotransmissor inibitorio a nivel central. As convulsGes produzidas
sao reflexas, do tipo ténico-clénicas e simétricas (Melo et al., 2002). O extrato da raiz
de Spilanthes acmella var. Oleracea, conhecida popularmente como jambu também
provoca convulsdes quando injetado em doses de 50 a 150 mg/kg de extrato
hexanico da raiz da planta por via intraperitoneal (Moreira et al, 1989). Existem
poucas informacfes na literatura sobre a farmacocinética e a farmacodinamica de
substancias convulsivantes sintetizadas por plantas, neste contexto inclui-se o
cunaniol e acetato de cunaniol, que sdo sintetizadas por plantas do género

Clibadium e que possuem a capacidade de interagir com o organismo aumentando a
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excitabilidade neuronal (Costa, et a.l, 2006; Quilliran & Stables 1969a), porém as
vias metabolicas e excretoras das substancias nunca foram anteriormente relatadas.

O extrato hexénico de Clibadium sylvestre se caracteriza por conter
substancias com poder convulsivante, representadas pelos componentes acetato de
cunaniol e cunaniol que sdo as substancias majoritarias no extrato e sua presenca
comprovada através de cromatografia liquida e ressonancia magnética nuclear como
demonstrado no Cromatograma 1.

Segundo Gorinsky et al. (1973), o acetato de cunaniol parece ser o
componente majoritario no extrato das folhas de Clibadium surinamenses, uma
planta da mesma familia da Clibadium sylvestre.

De acordo com a analise cromatografica do plasma dos animais que
receberam extrato hexanico (acetato de cunaniol e cunaniol) via intraperitoneal em
tempos fixos apos a analise, ndo foi constatada a presenca do acetato de cunaniol,
sugerindo que a molécula sofra uma desacetilacdo plasmatica de maneira rapida e
eficiente, indicando conversédo metabdlica do acetato de cunaniol em cunaniol. Desta
forma, os cromatogramas demonstraram somente a presenga do cunaniol nas
amostras de plasma, indicando que a droga responsavel pelo aparecimento de
alteracdes comportamentais e 0 aumento da excitabilidade no SNC é o cunaniol. O
cunaniol correspondeu a Unica substancia encontrada no plasma, capaz de justificar
0s sinais clinicos que os animais apresentavam durante a coleta de sangue. A
conversdo do acetato de cunaniol para cunaniol foi observado ap6és incubacéo, por
30 e 60 minutos no plasma de animais sadios. O processo de desacetilacdo do
acetato de cunaniol no plasma néo foi totalmente dependente da atividade das

esterases plasmaticas, pois mesmo com o bloqueio através de uma carbamilacéo
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por fisostigmina, a conversao foi efetuada no tempo de incubacdo observado, porém
apos a inibicdo da esterase plasmética foi possivel detectar no cromatograma um
sinal mais forte da presenca de acetato de cunaniol. Levando em consideracdo a
eficiéncia enzimatica das esterases, e que a carbamilacdo provocada pela
fisostigmina é reversivel, esta via metabdlica ndo pode ser descartada.

E importante ressaltar que o principio ativo cunaniol foi detectado no
plasma uma hora apés a administracao intraperitoneal, o que pode ter relacdo com a
duracéo das convulsdes provocadas pela substancia, o que de fato, foi comprovado
com os registros eletroencefalograficos, com mudanca no tracado detectado 12
horas ap0s a aplicagéo.

Segundo Mukai et al. (2001), o cunaniol e acetato de cunaniol foram pela
primeira vez sintetizados quimicamente em laboratério 30 anos ap6s o0 primeiro
isolamento que ocorreu em 1965, sendo a primeira sintese total feita na
Universidade de Kanazawa no Japdo, constando-se um processo Oneroso e
trabalhoso. A possivel rota metabdlica do acetato de cunaniol ser convertido em
cunaniol no plasma, nunca foi decifrada na literatura anteriormente, portanto o
modelo quimioconvulsivante provocado pela aplicacdo do extrato hexanico
composto por acetato de cunaniol e cunaniol, possui diferenca que envolvem a
potencializacdo do quadro convulsivo em relacdo a fatores farmacocinéticos, sendo
a primeira relacionada a absorcdo das drogas contidas no extrato e a segunda a
partir da conversao plasmatica através da desacetilacdo do acetato de cunaniol em
cunaniol, favorecendo a hipétese de que o acetato de cunaniol corresponde a uma
pro-droga e o cunaniol é responsavel pelos efeitos observados. E importante

ressaltar que embora sejam observadas insaturagfes na estrutura quimicas do
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cunaniol, o que facilitaria a quebra da molécula e sua metabolizacdo com diminui¢éo
dos seus efeitos, os quadros convulsivos sdo de duragcdo longa indicando
estabilidade da molécula e/ou manutencédo da sua atividade no sitio de acao, pode
ser justificado pela conversao da droga para a forma ativa.

A andlise cromatografica da urina dos animais ndo apresentou
cromatogramas compativeis com a presenca das substancias contidas no extrato

hexanico.

5.2. CARACTERIZACAO DOS REGISTROS ELETROCORTICOGRAFICOS

DE ANIMAIS EM CONVULSAO

Os modelos experimentais de epilepsia sdo importantes porque permitem
uma compreensao dos fenbmenos subjacentes aos processos epilépticos, alguns
requisitos principais sao importantes para o modelo de epilepsia ser considerado um
modelo experimental como demonstrar a presenca de atividade epileptiforme nos
registros eletroencefalograficos e clinicamente apresentar uma atividade semelhante
a uma crise epiléptica (Quintans et al., 2007).

Segundo Costa et al. (2006), diferentes doses de extrato hexanico de
Clibadium surinamense provocam alteracbes comportamentais, com aparente
sintomatologia de aumento da excitabilidade central como convulsfes clénicas que
evoluem até a morte dos animais. A Clibadium sylvestre corresponde a uma planta
do mesmo género e sintetiza substancias como acetato de cunaniol e cunaniol. O
cunaniol possui acdo indutora de excitabilidade central, constatada pelos registros
eletroencefalograficos, a atuacdo dessa substancia no sistema nervoso central,

confirmaram o potencial convulsivante podendo ser classificado como modelo
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guimioconvulsivante dose dependente, podendo servir como teste para triagem de
drogas antiepilépticas.

A partir dos eletrocorticogramas obtidos apds a aplicacdo de 2,92 mg/kg,
via intraperitoneal do cunaniol, foi possivel comparar com outros modelos de
epilepsia bem estabelecidos, como o pentilenotetrazol, eletrochoque, pilocarpina e
acido cainico.

Os registros eletrocorticograficos observados apds administracdo de
pentilenotetrazol demonstraram atividades epileptiformes por mais de uma hora apos
a injecdo, sendo uma atividade duradoura e sem retornos periddicos a condigéo
celular basal (Jutkiewicz et al., 2006).

O registro eletroencefalografico caracteristico, apdés a aplicacdo de
cunaniol, demonstrou diferenga, em comparagao ao “status ictal” produzido pelo
pentilenotetrazol, pois os registros de impulsos aumentam e em seguida retomam a
uma condicao de registro proximo ao basal, ndo mantendo a amplitude de disparos,
este comportamento eletroencefalografico foi observado durante 2,78 horas em 4
horas de registro. A diminuicdo de registros de impulsos celulares e aproximacéo do
tracado basal tornam o processo ciclico, possibilitando registros com amplitude e
frequéncia elevados e, logo em seguida, registros de baixa frequéncia e amplitude.
Este padrdo é substituido por outro de alta frequéncia e amplitude no decorrer do
registro que € mantido, fendmeno constatado no cértex motor e no cerebelo. Porém,
os modelos concordam no que se refere a duragao do “status ictal”, constatou-se
gue apos a aplicacdo da DEsy 0s animais permanecem sobre o efeito por mais de 4

|”

horas, indicando que o “status ictal” provocado pela aplicacdo de cunaniol possui
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efeito de longa duracédo, podendo ser observada diferenca de tracado registrado 12
horas apds a aplicacao.

Os padrdes de atividade elétrica cerebral, detectados no cortex motor do
rato, apds a aplicacdo de cunaniol foi caracterizado por mudancas continuas de
intensidade durante a fase aguda do processo convulsivo, o que pode ser
constatado pelos diversos padrdes de surgimento no registro.

No modelo epiléptico da pilocarpina foram observados picos interictais,
gue sao resultados de descargas neuronais focais anormais, que podem ser
comprovadas por registros eletroencefalograficos durante os periodos entre as
convulsdes que possuem duracdo entre 50 a 200 ms, e sdo resultados da
sincronizacdo, produzindo despolarizacdo paroxisticas em neurbnios com uma
rapida sucessédo de potenciais de acdo. Neste ponto 0s picos interictais nessa
sindrome epiléptica se assemelha a epilepsia do lobo temporal (Kleen et al., 2010),
estas caracteristicas das convulsGes provocadas pela aplicacdo da pilocarpina, nédo
foi constatado para as crises desencadeadas ap0s a aplicacao de cunaniol.

ApOs a aplicagao da pilocarpina, o “status ictal” inicial tem duracdo entre 3
a 7 horas (Kleen et al., 2010). No “status ictal”, provocado pela aplicacdo de
cunaniol, a manifestacdo do comportamento pode ser observado durante um
periodo longo, tendo sido registrado até 4 horas de atividade cerebral aumentada. O
padrao de disparo difundido no cértex cerebral durante as convulsdes induzidas por
cunaniol gera registro da atividade neuronal diferenciada comprovada nesse
trabalho. E importante notar que as convulsées se caracterizam com manifestacées
comportamentais de crises ténico-clénicas, sendo inclusive observados periodos

silentes que frequentemente sdo demonstrados nos registros eletroencefalograficos.
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Um fato importante é que o modelo experimental de convulsdo imprimida
pelo cunaniol pode ser classificado como agudo, com as manifestagdes das crises
ocorrendo somente durante a vigéncia do agente indutor, portanto, apresenta-se
diferente dos modelos ditos crénicos, ou seja, quando as crises recorrem a intervalos
variados de tempo, como os modelos obtidos pela injecdo da pilocarpina e do acido

cainico.

5.3. AVALIACAO DAS ACOES DE DROGAS NO CONTROLE DAS
CONVULSOES APOS APLICACOES DE DOSES PROGRESSIVAS DE CUNANIOL

POR VIA INTRAPERITONEAL

A investigacdo de drogas antiepilépticas teve maior direcionamento
guanto a seu potencial antiepiléptico, apds estudos e detalhamento dos mecanismos
convulsivantes produzido por drogas ou instrumentos que sao utilizados como
modelos quimioconvulsivantes ou epilépticos. Na procura de novos conhecimentos
sobre o0s mecanismos fisiopatoloégicos das epilepsias, diversos modelos
experimentais tém sido desenvolvidos e apresentados na literatura (Loscher &
Schmidt, 2006). Cada modelo experimental apresenta suas vantagens e
desvantagens. As caracteristicas de cada um parecem estar relacionadas com 0s
diferentes graus de envolvimento de determinadas estruturas no SNC, bem como
dos mediadores quimicos envolvidos. Os modelos experimentais tém sido
classificados levando-se em conta as alteragces comportamentais, morfolégicas e os
aspectos neuroquimicos envolvidos com a génese e/ou difusdo das descargas

epilépticas (Loscher, 2011).
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Os modelos experimentais sempre foram utilizados na realizagcdo de
triagem (screening) farmacoldgicas de drogas antiepilépticas, onde o principal
objetivo é a contencao das crises convulsivas por drogas em estudo, ou seja, um
tratamento sintomatico, mas ndo necessariamente curativo, portanto, modelos
experimentais mais elaborados farmacologicamente como o0 modelo do
“abrasamento” ou genéticos tém contribuido significativamente como ferramenta
para a compreensdo dos mecanismos basicos da epilepsia e no desenvolvimento de
novas drogas antiepilépticas (Léscher & Schmidt, 2006).

Segundo Moreira et al. (1989), o extrato hexanico de Spilanthes acmella
var. Oleracea, produz convulsdo em ratos na dose de 75 mg/kg por via
intraperitoneal que se caracteriza por apresentar seis estagios epilépticos, sendo os
efeitos observados dependentes da dose. As alteracdes comportamentais induzidas
por diferentes doses de cunaniol variaram de acordo com a classificacdo em cinco
estagios epilépticos, que iniciam com imobilidade, salivacdo discreta, movimentos
orofaciais até o aparecimento de crises tonico-clénicas e morte. Essa acédo
convulsivante e o0 aparecimento dos estagios possuem caracteristicas que sao
dependentes da dose, principalmente para o desencadeamento dos estagios iniciais.

De acordo com a classificacdo dos estagios epilépticos, a convulsao
provocada pela aplicacdo intraperitoneal de cunaniol, se diferencia dos outros
modelos de epilepsia classicamente estudados. Nesse modelo a evolugdo de cada
estagio possui particularidades. Um dos comportamentos iniciais referido em outros
modelos, como o do pentilenotetrazol, pilocarpina, bicuculina, acido cainico e extrato
de Averrhoa carambola é o comportamento conhecido como “wet dog shakes”.

Segundo Rondouin et al. (1987), este comportamento € marcado por progressao das
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convulsBes limbicas para a sua posterior generalizagdo. Dagci et al. (2002)
reafirmou que esse comportamento foi expresso somente quando ha focos de
atividade limbica, principalmente na regido da amigdala, podendo se estender até o
hipocampo. Este comportamento ndo foi observado em animais apds a aplicacéo de
doses de cunaniol.

O Pentilenotetrazol, convulsivante sintético que induz crises epilépticas
por antagonizar a funcdo GABAérgica, € um dos agentes convulsivantes mais
comumente empregados nos testes pré-clinicos para avaliagdo de novos agentes
com atividade anti-epiléptica. Independente da via de administracdo, essa
substancia é capaz de produzir crises clénicas generalizadas, e em altas doses
crises tonicas (Loscher & Schmidt, 1988; Loscher, 2011). Apos aplicacéo de cunaniol
as manifestacbes comportamentais sdo de aparecimento rapido, culminando com
crises convulsivas generalizadas, do tipo ténico-clénica, que muito se assemelham
aquelas observadas apés a aplicacdo do Pentilenotetrazol. Da mesma forma que o
cunaniol, o Pentilenotetrazol produz uma sequéncia de alteracdes comportamentais,
tempo e dose dependentes, iniciando com os abalos mioclonicos, crises clonicas
generalizadas e crises tdnicas seguidas de morte (Burley & Ferrendelli, 1984).

A curta laténcia para a obtencdo de efeitos do cunaniol, também
estabelece uma estreita similaridade com o rapido aparecimento de crises
observadas no modelo do Pentilenotetrazol. Em ratos, a inje¢cdo de 100 mg/kg de
Pentilenotetrazol leva ao aparecimento de crises num periodo que varia entre 30
segundos a cinco minutos apoés a injecéo (Burley & Ferrendelli, 1984).

Outra importante alteracdo constatada pela injecdo do cunaniol foi a

ocorréncia de crises clénicas generalizadas precedidas por corridas abruptas e
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saltos. Esse comportamento foi observado com relativa frequéncia, tais alteracoes
apresentam correlagdes com outros modelos experimentais de epilepsia. Assim, foi
encontrada alguma semelhanca com as crises audiogénicas observadas em
camundongos DBA/2. Essa fase de corrida € provavelmente a caracteristica mais
importante que permite distinguir as crises audiogénicas da maioria das outras crises
epilépticas (Seyfried, 1983; Ascioti et al., 1986).

O agonista colinérgico pilocarpina foi extensivamente utilizado
experimentalmente para se obter “status epilepticus”. Animais tratados com
pilocarpina, ndo sdo somente utilizados para estudo da epileptogénese, mas
também, servem como modelos para testes de diversas drogas antiepilépticas
(Hoffmann et al., 2006).

O mecanismo de acdo da pilocarpina no SNC envolve os receptores
muscarinicos M1 e M2, porém os efeitos obtidos para a epileptogénese sao
mediados pela ativacdo dos receptores M1. Essa droga induz atividades
comportamentais analogas ao “status epilepticus”, sendo este um dos modelos mais
estudados, principalmente porque animais tratados com pilocarpina sofrem lesdes
em neurdnios resultando no desenvolvimento de crises espontaneas (Bymaster et
al.,, 2003). As crises convulsivas provocadas pela aplicacdo de hidrocloreto de
pilocarpina sdo muito semelhantes as causadas por cunaniol, porém nesse modelo,
0s animais ndo desenvolvem crises espontaneas dias ap0s tratamento.

No modelo epiléptico da pilocarpina as crises motoras limbicas recorrem a
cada dois a oito minutos, culminando em estado de mal epiléptico em 50 a 60
minutos, sendo que o “status epilepticus” chega a durar dezoito horas e ao final

desse periodo 0s animais tornam-se irresponsivos a estimulos ambientais,
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retornando gradativamente seu comportamento normal dentro de 24 horas (Turski et
al., 1987).

Ap6s a aplicacdo de cunaniol na dose de 2,92 mg/kg, os animais
apresentaram o estado de “mal epiléptico” (tdbnico-clonico) de forma mais imediata,
demonstrando desta forma menor periodo de laténcia ao ser comparada com o
modelo da pilocarpina para a indugcéao de convulsdes tdnico-clénicas.

Segundo Mudo et al. (1996), os efeitos induzidos pela pilocarpina na dose
de 300 a 350 mg/kg via intraperitoneal, foram blogqueados apds pré-tratamento com
antagonista muscarinico, a escopolamina (0,5 a 1 mg/kg) por via intraperitoneal. Na
tentativa de antagonizar os efeitos convulsivantes do cunaniol e relacionar os
modelos epilépticos, foi aplicado o antagonista muscarinico antes da inducdo as
convulsdes pelo cunaniol, obtendo os resultados que demonstraram que a
escopolamina ndo foi eficaz em controlar o quadro convulsivo provocado pelo
cunaniol em dose 10 vezes maior do que a utilizada para controlar as convulsbées
induzidas pela pilocarpina, desta forma, pode-se constatar que os fendbmenos que
desencadeiam o comportamento convulsivo entre os modelos sdo diferentes, nao
havendo relacdo entre os mecanismos epileptogénicos nos dois modelos.

Os benzodiazepinicos sao eficazes como antiepilépticos em modelos
experimentais, diminuindo a duracdo das descargas epileptiformes e restringindo
sua propagacao, e potencialmente eficazes em prevenir crises induzidas por
pentilenotetrazol, picrotoxina e bicuculina. Os benzodiazepinicos tém demonstrado
eficacia contra crises no modelo de epilepsia induzida por aluminio assim como em
alguns modelos animais com epilepsia genética, incluindo a epilepsia audiogénica

em ratos (Delaney & Sah, 1999).
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Segundo Corral-Ansa et al. (2008), no “status epilepticus” as drogas de
primeira escolha sdo os benzodiazepinicos, principalmente o diazepam, o lorazepam
e o0 clonazepam. O diazepam possui a vantagem de agir rapidamente no controle
levando, em média de 2 minutos para finalizar as crises, sendo os efeitos
secundarios dos benzodiazepinicos, a sedacdo e a depressao respiratoria.

O diazepam e o flunitrazepam foram estudados por Delaney & Sah (1999)
para controlar convulsdes induzidas por antagonistas do GABA, como a bicuculina e
a picrotoxina, os resultados foram satisfatorios para o controle dessas convulsoes.
Segundo Morrissett et al. (1987), o diazepam possui acdo protetor aos efeitos
convulsivantes da pilocarpina, esse efeito foi demonstrado também para o controle
das convulsfes induzidas pelo cunaniol, sendo, entre as drogas testadas a que
comprovou eficacia, no controle do comportamento convulsivo. O eletrocorticograma
permitiu evidenciar a diminuicdo da amplitude e frequéncia, registrados apos a
aplicacdo de cunaniol, ndo permitindo a propagacdo das descargas convulsivas,
como também seu desencadeamento quando aplicado previamente.

O fenobarbital € um oxibarbitdrico que reduz a excitabilidade neuronal
basicamente por aumentar a inibicdo mediada pelo GABA através dos receptores
GABAA. A transmissdo GABAEérgica intensificada pelos barbitdricos no tronco
encefalico suprime o sistema de ativacéo reticular causando sedacdo, amnésia e
perda da consciéncia, por outro lado, o aumento da transmissdo GABAérgica nos
neurdnios motores da medula espinhal causa relaxamento dos musculos e suprime
os reflexos. O fenobarbital controla as convulsées ocasionadas apos a aplicacdo da
tetrodotoxina, do pentilenotetrazol e do modelo de eletrochoque maximo (Luszczki et

al., 2009; Kozinska et al., 2009)
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Com a utilizagcéo prévia do fenobarbital, houve reducdo do aparecimento
do comportamento convulsivo apds a aplicagdo de doses crescentes de cunaniol,
corroborando com o trabalho de Costa et al. (2006). No tracado eletroencefalogréfico
foi constatado que a sincronizacdo de disparos de alta amplitude e frequéncia
diminuem, prevenindo o desencadeamento do processo convulsivo, porém, a
utilizacdo do fenobarbital para controlar o processo convulsivo ja estabelecido pelo
cunaniol se mostrou diferente, a amplitude de disparo foi mantida e a frequéncia foi
diminuida.

Segundo Wasterlain & Chen (2008), a fisiopatologia do “status
epilepticus”, em convulsdes induzidas experimentalmente, como os modelos da
pilocarpina e do acido cainico, ocorrem injuria neuronal, que resultam em convulsdes
farmacorresistentes, devido atividade prolongada das convulsdes. Essas lesfes sdo
reduzidas ou prevenidas quando se utiliza agonistas GABAgégicos no receptor
GABA,, porém outras classes de drogas podem diminuir a lesdo, nao ficando em
condicao restrita a tratamentos limitados somente as drogas com acéo no receptor
GABAA

No modelo epiléptico do abrasamento elétrico que consiste na
estimulacdo elétrica subconvulsivante de areas cerebrais especificas gerando
convulsdes clbénicas bilaterais em decorréncia da estimulacdo, o fator mais
importante para a inducéo do abrasamento € a obtencéo gradativa de pos-descargas
(Goddard et al., 1969). Segundo Dudek et al. (1994), os antagonistas competitivos e
nao competitivos do receptor NMDA produzem inibicdo do desenvolvimento e da
expressdo do abrasamento, sugerindo o envolvimento desses receptores

excitatorios pos-sinapticos na evolucdo das convulsdes. Os resultados observados
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apos a aplicagdo de quetamina demonstraram que 0s animais diminuiram a
intensidade do comportamento convulsivo, comprovando que o bloqueio do receptor
NMDA, foi capaz de interferir na resposta comportamental ap6s aplicacdo de
cunaniol. Este fato pode ser constatado apos a andlise do trecho eletrocorticografico
gue demonstrou alterar o desencadeamento e a propagac¢ao do processo diminuindo
a amplitude e a frequéncia.

O modelo genético da fotoepilepsia do babuino, que se apresenta como
uma sindrome de crises eletroencefalogréaficas bilaterais sincronas, com sinais de
facil localizacdo do sitio epiléptogénico, € bloqueada pelos antagonistas NMDA,
tendo potente acdo anticonvulsivante (Ascioti, 1986). Mazarati et al. (1998)
observaram o aumento da atividade dos receptores NMDA durante “status
epilepticus” e que seu bloqueio seria benéfico melhorando o quadro clinico dos
pacientes. Segundo Fujikawa (1996), ao contrario dos outros anestésicos gerais a
guetamina aumenta a pressado sanguinea e a contratilidade cardiaca, mesmo assim,
tem comprovada acéo protetora no “status epilépticus”. O anestésico dissociativo
guetamina foi capaz de controlar as convulsdes induzidas por cunaniol, diminuindo a
intensidade das convulsdes nos animais submetidos a doses crescentes.

A quetamina foi testada para controlar as convulsdées induzidas apos
intoxicacdo pelo organofosforado Soman em suinos, e foi comprovada a eficiéncia
da quetamina em prevenir a morte dos animais, quando utilizada na dose de 10
mg/kg por via intramuscular (Dorandeu et al., 2007).

Existe a hipotese de que o prolongamento das convulsdes alteram a
estrutura e/ou o funcionamento do receptor GABAA que contribui bastante para a

reduzida eficacia de drogas agonistas GABAérgicos durante “status epilepticus”
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(Macdonald & Olsen, 1994). Como as convulsbes causadas pelo cunaniol sao
prolongadas podendo durar horas, este fato pode justificar a utlizacdo do
antagonista NMDA no controle das convulsoes.

O cloridrato de xilazina € um agonista ay-adrenérgico e sua acdo em
receptores pré-singpticos diminui o ténus simpéatico, em receptores medulares
auferindo analgesia, e no tronco cerebral no locus coerulus proporcionando sedacéo
e miorrelaxamento (Spinosa et al., 1994).

Segundo Spinosa et al. (1994), o pré-tratamento de ratos com 30 mg/kg
de cloridrato de xilazina por via intraperitoneal protegeu 0s animais contra
convulsdes induzidas por anfetamina, mas intensificou as convulsdes induzidas por
pentilenotatrazol e estricnina. O pré-tratamento com xilazina foi eficiente para
controlar convulsdes induzidas pelo eletrochoque em ratos. Hikasa et al. (1993)
verificaram a acdo da xilazina em felinos anestesiados com enfluorano, que
apresentavam tracados eletroencefalograficos compativeis com convulsdes quando
induzidos a anestesia volatil, foi constatado que a xilazina néo reduz a frequéncia de
disparos, porém reduz a sua amplitude durante a anestesia. A utilizacdo de agonista
ag-adrenérgico reduziu a intensidade do comportamento convulsivo ap0s aplicacao
de doses crescentes de cunaniol. O registro eletroencefalografico demonstrou que o
desencadeamento de disparos ciclicos e de alta frequéncia sdo mantidos.

Segundo Tanaka et al. (2005), a dexmedetomidina um agonista seletivo
dos receptores alfa-2 adrenérgicos, possui a propriedade de diminuir as convulsdes
provocadas pelo quadro de intoxicagcdo por anestésicos locais bupivacaina e

levobupivacaina em ratos. Foi constatado por Begec et al. (2008), que o agonista a,
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dexmedetomidina atua reduzindo a resposta hiperdinamica em pacientes humanos
submetidos a eletroconvulsoterapia, diminuindo a duragdo das convulsGes. Apls a
administracdo de cunaniol e o estabelecimento de “status epilepticus” com duracéo
de 30 minutos, o resultado do registro eletrocorticografico demonstrou que a
aplicacdo da xilazina ndo modificou o tragado, havendo manutencdo da amplitude e

frequéncia de disparos em relagédo ao controle.
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6. CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos foi possivel concluir que o cunaniol
mostrou ser capaz de induzir alteracbes comportamentais caracteristicas de
atividade convulsiva de maneira dependente da dose, correspondendo a um modelo
guimioconvulsivante, que se caracteriza por possuir padrdes eletroencefalograficos
capazes de diferencia-lo de outros modelos bem estudados, possuindo
caracteristicas ciclicas, com cinco padrdes de ondas observadas no registro, com
duracéo de efeito convulsivo prolongado e laténcia para o aparecimento dos efeitos
curto.

As crises epilépticas generalizadas do tipo tbnico-clonico, observadas
apos aplicacdo do extrato hexanico estéo relacionadas inicialmente a absorcdo do
cunaniol presente no extrato e do processo de desacetilacdo plasmatica do acetato
de cunaniol, portanto o pico de concentracdo sérica maxima esta relacionado tanto
ao processo de absorcédo quando a convercdo do acetato de cunaniol em cunaniol.

O quadro convulsivo apresentado ap0s a aplicacdo da droga se
caracterizou por demonstrar cinco estagios epilépticos, com evolucdo de cada
estagio dependente da dose, sendo que no desencadeamento de cada estagio
existem caracteristicas particulares, observadas somente neste modelo convulsivo.
O registro eletroencefalografico permitiu identificar os cinco estagios de classificacédo
comportamental, os Estagios 1, 2, 3 e 4 sdo bem definidos quanto a mudancas no
tracado eletroencefalografico. A passagem do Estagio 4 para o Estagio 5 ndo existe
um periodo de transicdo caracteristico, somente a intensificacdo da frequéncia de
disparos. Para a ocorréncia dos estagios 4 e 5 ndo houve diferengas estatisticas

guanto a concentracao plasmatica de cunaniol.
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No que diz respeito a utilizagdo de drogas anticonvulsivantes, o
diazepam, a quetamina e o fenobarbital foram as drogas que controlaram de
maneira eficiente o desencadeamento das convulsdes. O antagonista muscarinico
escopolamina n&o controlou os acessos convulsivos, demonstrando néo ter relacao

com mecanismos epileptogénicos ocasionados pela aplicacao da pilocarpina.
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ANEXOS

ANEXO 1. ESPECTROS DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR 'H PARA A
SUBSTANCIA S; (CUNANIOL).
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ANEXO 2. ESPECTROS DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR '3C PARA
S: (CUNANIOL)
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ANEXO 3. ESPECTROS DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR 'H PARA A
SUBSTANCIA S; (ACETATO DE CUNANIOL)
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ANEXO 4. ESPECTROS DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR **C PARA
SUBSTANCIA S; (ACETATO DE CUNANIOL)
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