%% UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS O
5 W /' RELATORIO FINAL PIBIC/PAIC 2015-2016 e

UFAM I

FORMULARIO PARA RELATORIO FINAL

1. Identificac&o do Projeto

Titulo do Projeto PIBIC/PAIC

Padronizacdo do Modelo de Epilepsia do Lobo Temporal por Administracao
Sistémica de Pilocarpina

Orientador

Prof@ Dra. Geane Antiques Lourenco

Aluno

Ariddne Elisa Belo da Silva

2. Informacdes de Acesso ao Documento

2.1 Este documento é confidencial?

SIM X NAO

2.2 Este trabalho ocasionara registro de patente?

SIM X NAO

2.3 Este trabalho pode ser liberado para reproducéo?

SIM X NAO

2.4 Em caso de liberacao parcial, quais dados podem ser liberados?
Especifique.

Pode ser Liberada para reproducdo a metodologia, mas os resultados serao
complementados e publicados, por isso ndo disponibilizamos para reproducao no
momento.

3. Introducéo

A epilepsia é um disturbio cerebral caracterizado pela predisposi¢do persistente do

cérebro em gerar crises epilépticas e pelas consequéncias neurobioldgicas, cognitivas,
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psicoldgicas e sociais geradas em decorréncias dessas crises. A epilepsia do lobo
temporal € a sindrome epiléptica mais comumente diagnosticada em adultos,
chegando a corresponder até 60% dessa patologia e é subdividida em mesial e
neocortical (ou lateral). O lobo temporal mesial (ELTM) € uma parte do sistema limbico
responsavel pela génese e expressdo comportamental das emocdes, também se trata
da vertente com episodios epilépticos mais comuns e refratarios, sendo o seu
substrato patolégico a esclerose hipocampal (EH), que tem sido associada a crises
febris prolongadas e convulsGes recorrentes. Outras causas conhecidas de dano
hipocampal sédo traumatismo cranio-encefalico, isquemia, acidente vascular cerebral e
doenca de Alzheimer (Andrade-Valenca et al. 2006; Franca et al. 2015).

Espécies vegetais representam um manancial de moléculas bioativas capazes de
biossintetizar farmacos por meio de métodos de andlise e separacdo destes
compostos, uma vez que, historicamente, o desenvolvimento da quimica organica
ocorreu paralelamente ao estudo de plantas, principalmente a partir do século XIX,
guando foram registrados os primeiros estudos sobre plantas com bases cientificas
(Montanari e Bolzani 2001; EL-Hefnawy et al. 2014).

A floresta amazbnica compreende uma vasta diversidade de espécies vegetais que,
em sua maioria, apresentam propriedades biol6gicas, como plantas aromaticas,
oleaginosas, medicinais etc (Pinto et al. 2002; Bataglion et al. 2014). Diante desse
leque de possibilidades e de espécies aptas para investigacdo, evidenciam-se as
plantas pertencentes a familia Passifloraceae, pois estdo inseridas em posicdo de
destaque no que se refere ao seu papel ecoldgico, ambiental e econémico, com énfase
em vertentes das industrias nutricional e farmacéutica (Souza et al. 2008; Saraiva et al.
2009). Ainda dentro da vasta biodiversidade amazénica de espécies com potencial,
destacam-se aquelas pertencentes ao género Passiflora, com destaque para a P.
incarnata, que apresentou atividade no SNC com efeito anticonvulsivante, ansiolitico e
epiléptico (Dhawan et al. 2004). J4 a P. edulis tem sido utilizada para auxiliar no
tratamento do diabetes devido seu alto teor de fibras (Krahn et al. 2008).

O género Passiflora (Passifloraceae) € utilizado principalmente para tratar doengas
do SNC e cardiovasculares. A espécie Passiflora nitida Kunth é comumente conhecida
como “maracuja-do-mato”. A literatura relata o consumo in natura dos frutos desta
espécie pela populacdo local para disturbios gastrointestinais. Considerando o

potencial farmacolégico do género. O extrato das folhas da espécie Passiflora nitida,
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em experimentos prévios em nosso laboratorio, produziu efeitos hipnédticos e
ansioliticos (dados ndo publicados), com possivel acdo antioxidante devida ao
conteudo de flavondides e cumarinas presentes no extrato, o que é um indicativo da
atividade atenuante da degeneracdo celular em casos de crises convulsivas (Bendini
et al. 2006) e, portanto, evidencia-se o0 potencial desse género em diversos

tratamentos neuropsicoldgicos em estudos envolvendo o sistema nervoso central.

4. Justificativa

A descoberta de novas drogas com atividade no sistema nervoso central é uma
atividade constante, seja para tratamento e estudo de desordens que ainda ndo estéao
bem definidas, como é o caso da epilepsia do lobo temporal (ELT), ou em substituicdo
de farmacos que apresentam efeitos colaterais importantes por falta de seletividade de
acao (Loscher e Schmidt 2002). Apesar do aumento no numero e na variedade de
drogas antiepilépticas, um terco dos individuos sao refratarios ao tratamento
medicamentoso, sendo que 70% destes apresentam ELT (Perucca, et. al., 2007).
Nosso objetivo foi a padronizacdo do modelo de epilepsia do lobo temporal agudo,
através da administracdo sistémica de Pilocarpina com inducdo de status epilepticus
(SE). Com esse modelo estabelecido, avaliamos entéo o efeito do extrato de Passiflora
nitida sobre a laténcia para ocorréncia do SE, a diminuicdo do numero de Obitos apos
o SE, a atenuacdo das manifestacbes durante as crises convulsivas e o blogueio do
SE apo0s a instalacdo deste. O extrato das folhas da Passiflora nitida Kunth (maracuja-
do-mato ou maracuja-suspiro), em experimentos prévios (Carvalho, 2008), produziu
um efeito de alteracdo comportamental aparentemente de origem central. O extrato foi
fornecido pelo Prof Dr Emerson Silva Lima da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
da UFAM, que é colaborador deste projeto. O screening farmacologico efetuado em
nosso laboratério com este composto (2013/2014) mostrou que 0 mesmo € hipnético
no teste de inducéo do sono por barbiturico, possui efeito ansiolitico e apresenta efeito
antiinflamataério topico (dados ndo publicados). Flavondides, cumarinas e taninos, sao
as substancias ativas majoritarias neste extrato (Carvalho, et. al., 2010) e, conforme
descrito na literatura, sGo compostos ativos em nivel central. Motivados por esses
indicativos promissores do extrato e pela necessidade constante de novos

antiepiléticos, optamos pelo desenvolvimento deste projeto.
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5. Objetivos

e Geral
Padronizar a inducao da epilepsia do lobo temporal (ELT) de forma aguda por meio

da administracao sistémica de Pilocarpina a fim de induzir o status epilepticus (SE).

e Especificos

1. Inducéo de status epilepticus (SE);

2. Avaliagéo das crises convulsivas pela escala Racine (1972);

3. Administracdo do extrato de Passiflora nitida nos grupos experimentais;

4. Avaliacdo da laténcia para ocorréncia da primeira convulsdo recorrente, o
tipo da crise convulsiva (escala de Racine) e a frequéncia em que a mesma ocorre,
comparando estes parametros entre 0S grupos experimentais e 0s grupos controle.

5. Observacédo da possivel atividade anticonvulsivante do extrato de Passiflora

nitida.
6. Metodologia

6.1- Animais experimentais

Foram utilizados camundongos Swiss (machos e fémeas), pesando entre 20 e 30g,
criados no Biotério Central do CBA e experimentados nas dependéncias do Laboratorio de
Farmacologia, no setor sul da UFAM. Os animais foram mantidos em condi¢cdes padrbes
de biotério, atendendo as normativas do CONCEA, com agua e comida a vontade,

temperatura de 23°C, ciclo claro escuro de 12 horas.

6.2- Modelo experimental

Os animais foram submetidos ao status epilepticus (SE) por administracdo de
300mg/kg ip de Pilocarpina em dose Unica e 0s mesmos receberam um pré-tratamento
(30 min antes) com nitrato de Atropina (4mg/kg ip.) para reducéo dos efeitos periféricos da
Pilocarpina. Os animais foram divididos em grupos de 6 e receberam os tratamentos:

1-controle agudo solucdo salina 0,9% v.o. 60 min antes da adm de Pilocarpina,
Atropina 30 min antes da Pilocarpina;

2-controle positivo preventivo Clonazepam 2,5mg/kg v.o. 60 min antes da

Pilocarpina, Atropina 30 min antes da Pilocarpina;
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3-controle positivo de tratamento Atropina 30 min antes da Pilocarpina, Clonazepam
2,5m/kg v.0. 15 minutos depois do primeiro evento convulsivo;

4-experimental preventivo extrato de Passiflora nitida 200mg/kg v.o. 60 min antes da
Pilocarpina, Atropina 30 min antes da Pilocarpina;

5-experimental de tratamento Atropina 30 min antes da Pilocarpina, extrato de P.
nitida 200mg/kg v.0.15 minutos ap6s o primeiro evento convulsivo.

Os animais foram acondicionados em gaiolas individuais e observados por 60min apés
administracdo da Pilocarpina, garantindo assim um periodo de duracdo do SE para
estabelecer as alteracdes neuropatoldégicas e comportamentais do modelo. As crises
convulsivas foram avaliadas pela escala de Racine (1972).. Na escala de Racine obtém-
se classe |= automatismo orofacial e hipoatividade; classe ll= clonia de cabeca; classe
lll= clénia das patas; classe IV= elevacdo de membros anteriores e clénia; classe V=
elevacdo e perda de postura (queda). Somente os animais que alcancaram as classes 3,
4 e 5 da escala foram utilizados, pois as caracteristicas da ELT s6 sdo observaveis apos
0s animais alcancarem este score de convulsédo, sendo que convulsées mais brandas nao

deflagram a ELT.

6.3- Substancia teste

O extrato hidroetandlico de Passiflora nitida foi fornecido pelo Prof Dr Emerson Silva
Lima da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas/UFAM, que ja havia realizado estudos com
este, tendo extensa competéncia na area de fitoterapicos, além disso, participou como
colaborador e consultor desse projeto. As folhas de Passiflora nitida foram coletadas na
Reserva Duque e as mesmas foram submetidas a processo de moagem e extracado dos
principios ativos por eluicdo com alcool etilico e agua. A solugéo resultante foi liofilizada e
0 extrato seco foi utilizado para os experimentos. A diluicdo do extrato em solucédo salina
0,9% havia sido usada em experimento piloto para determinagdo das doses, e mostrou
ser adequada propiciando uma solugdo homogénea, sem grumos proteicos, material em
suspensao ou sedimentado. Em projeto prévio realizado pelo grupo do Dr Emerson, testes
de toxicidade foram efetuados em roedores, e baseados nestes resultados e no projeto
piloto realizado por nés, determinamos as doses que poderiam ser efetivas sem causar
efeitos toxicos. Nos grupos experimentais o extrato de Passiflora nitida foi administrado

com a dose 200mg/kg v.0. 60min antes da indugdo do SE no grupo preventivo e 15
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minutos apl0s o primeiro evento convulsivo no grupo de tratamento e foi avaliado a

ocorréncia de SE, tempo de laténcia para o SE, numero de episddios convulsivos,

severidade dos mesmos (Racine 1972) e porcentagem de sobrevida dos animais.

7. Resultados
7.1 Controle Agudo

No controle agudo, caracterizado pela administracdo de NaCl 0,9% vo 1 hora
antes da administracdo de Pilocarpina (Tabela 1), foram utilizados 6 animais
machos tratados com Atropina (4mg/kg) 30 minutos antes de serem induzidos
aos eventos convulsivos por administracédo Unica de Pilocarpina (300mg/kg).

Tabela 1. Correlacdo entre os animais e seus respectivos pesos (massa em
grama), tempo de laténcia para o primeiro evento convulsivo, numero de
individuos que atingiram o Status Epilepticus, classificacédo destes individuos de
acordo com a escala de Racine e o percentual (%) de mortes no grupo controle.

Animal Peso(g) 1aC?nv Individuos Classifi-cagéo % de
(min) em S.E Racine mortes

Macho | 24,5 1 X \Y,

Macho Il 26 18 X \Y,

Macho IlI 24,6 - - Il 33,33%

Macho IV 23,7 - - [

Macho V 24,1 22 X \Y,

Macho VI 25 24 X \%

O Macho | atingiu estagio | na escala de Racine apenas 1 minuto apds a
administracdo de Pilocarpina, apresentando arrepios e cauda de Straub; 7
minutos apos a Pilocarpina, apresentou mioclénia de face e patas anteriores
(Estagio 1); 14 minutos depois, 0 camundongo apresentou perda de equilibrio e
gueda, tendo clénia de membros posteriores e anteriores, entrou em S.E e
atingiu o estagio V na escala.

O Macho Il entrou em S.E 18 minutos apos a Pilocarpina ser administrada,
juntamente com cauda de Straub, atingindo o estagio V da escala.

O Macho Il apresentou mioclénia de face e wet dog shake, ndo atingindo o

estagio V.
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O Macho IV apresentou cauda de Straub, tremores, mioclonia de face e crise

de auséncia 18 minutos apds a administragdo de Pilocarpina, atingindo apenas
o estagio Ill da escala.

O Macho V apresentou cauda de Straub e entrou em S.E com movimentos
giratorios intensos em sentido horario cerca de 22 minutos apos a Pilocarpina
ser administrada. O individuo apresentou ténus muscular e morreu
espontaneamente.

O animal VI apresentou tremor intenso e convulsédo clénica aos 24 minutos
apos administracdo de Pilocarpina.Entrou em SE que evoluiu para convulsdo
ténico-clénica e morte cerca de 10 min apds a primeira convulsao.

Apbés 60 minutos de observacdo todos os animais sobreviventes, foram

sacrificados com dose letal do anestésico uretana por via intraperitoneal.

7.2 Controle Positivo Preventivo

Consistiu na administracdo do Clonazepam 2,5mg/kg por via oral (gavagem) 1
hora antes da administracdo da Pilocarpina em 3 machos e 3 fémeas, também
havendo a administracdo de Atropina 4mg/kg para a prevencdo dos efeitos
periféricos (Tabela 2).

Tabela 2. Correlacdo entre os animais e seus respectivos pesos (massa em
grama), tempo de laténcia para o primeiro evento convulsivo, numero de
individuos que atingiram o Status Epilepticus, classificacdo destes individuos de
acordo com a escala de Racine e o percentual (%) de mortes no grupo de
Clonazepam preventivo.

_ 12Conv Individuos Classificacéo % de
Animal  Peso(Q) _ _
(min) em S.E Racine mortes
Macho | 32 - - I
Macho Il 38 - - Il
Macho IlI 33 - - I
0%
Fémea | 25 - - I
Fémea I 28 - - Il
Fémea lll 28 - - I

Macho | apresentou tremor intenso cerca de 6 minutos apos a administracao

de Pilocarpina e eventos de wet dog shake pelos 60 minutos seguintes, porém nao
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houve S.E observado nesse individuo em decorréncia da administracéo do
Clonazepam.

Macho Il apresentou tremor intenso nos primeiros 5 minutos e apés 15
minutos iniciaram-se os eventos de wet dog shake e cauda de Straub, porém o
guadro ndo avancou e apos 1 hora de observacao o quadro do individuo voltou a
estabilidade.

Macho Il apresentou tremores e mioclonia de face cerca de 4 minutos apos
a administracao de Pilocarpina, cauda de Straub e eventos isolados de wet dog
shake, n&o havendo avanc¢o do quadro nos 60 minutos seguintes.

Fémea | apresentou tremores, mioclonia de face e cauda de Straub em 15
minutos decorridos da administracao de Pilocarpina, ndo havendo avango no
guadro pelos 60 minutos posteriores.

Fémea Il apresentou tremores intensos, mioclénia de face, cauda de Straub
e chegou ao nivel Il na escala de Racine, mas o0 quadro ndo progrediu a partir dai
pelos 60 minutos seguintes.

Fémea lll apresentou apenas tremores intensos, mas o0 quadro nao evoluiu.

Cerca de 50 minutos ap0s a administracdo de Pilocarpina, todas as fémeas
apresentaram estabilidade nos quadros convulsivos e de tremores, voltando ao seu
estado de homeostase. Apds 60 minutos de observacdo os animais foram

sacrificados com dose letal do anestésico Uretana por via intraperitoneal.

7.3 Controle Positivo de Tratamento

Consistiu na administracao do Clonazepam 2,5mg/kg por via oral (gavagem) 15
minutos apOs o primeiro evento convulsivo decorrente da administracdo da
Pilocarpina em 2 machos e 4 fémeas, também havendo a administracdo de

Atropina 4mg/kg para a prevencao dos efeitos periféricos (Tabela 3).

Tabela 3. Correlacdo entre os animais e seus respectivos pesos (massa em grama),
tempo de laténcia para o primeiro evento convulsivo, numero de individuos que
atingiram o Status Epilepticus, classificacdo destes individuos de acordo com a
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escala de Racine e o percentual (%) de mortes no grupo de Clonazepam de
tratamento.

_ 13Conv Individuos  Classificacéo % de
Animal Peso(g) ) _
(min) em S.E Racine mortes
Macho | 33 15 X Vv
Macho I 37 10 X Vv
Fémea | 34 15 - [l
33%
Fémea ll 27 11 X Vv
Fémea I 28 10 - v
Fémea IV 29 13 - [l

Macho | apresentou clonia de face e primeiro evento convulsivo cerca de 15
minutos ap0s a administracdo de Pilocarpina, entrando em S.E (Estagio V na
escala de Racine), houve a administracédo do Clonazepam e, portanto, ndo houve
avanco a partir dai pelos 60 minutos seguintes.

Macho Il apresentou mioclénia de face e primeiro evento convulsivo 10 minutos
apés a administracdo de Pilocarpina, chegando a atingir o S.E (Estagio V) e
apresentando tbnus muscular, o que levou a morte espontanea em apenas 11
minutos contados a partir da Pilocarpina antes da administracado do Clonazepam.

Fémea | apresentou mioclénia de face, tremor e cauda de Straub cerca de 17
minutos apdés a administracdo de Pilocarpina, apresentou o primeiro evento
convulsivo e 15 minutos contados a partir deste, foi administrado Clonazepam por
via oral. O quadro ndo avancou.

Fémea Il apresentou mioclénia de face e cauda de Straub 11 minutos apdés a
administracdo de Pilocarpina, apresentou primeiro evento convulsivo seguido de
S.E e entdo houve a administracdo do Clonazepam apos 15 minutos. Nao houve
avanco do quadro pelos 60 minutos seguintes observados.

Fémea lll apresentou cauda de Straub 15 minutos apdés a administracdo da
Pilocarpina, tremores intensos (chegando ao estagio IV da escala) e o primeiro
evento convulsivo, levando o individuo a morte espontanea por tbnus muscular em
20 minutos. Nao houve a administragdo de Clonazepam.

Fémea IV apresentou cauda de Straub 13 minutos ap0s a administracdo de

Pilocarpina, tremores intensos e apresentou o0 primeiro evento convulsivo. A partir
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dai houve a administracdo de Clonazepam e o quadro ndo evoluiu pelos 60 minutos

seguintes observados.
Apo6s 60 minutos de observacdo comportamental, os animais foram sacrificados
com dose letal do anestésico uretana, com excecdo daqueles que morreram por

espontaneidade.

7.4 Experimental Preventivo

Consistiu na administracéo do extrato de Passiflora nitida 200mg/kg por via oral
(gavagem) 1 hora antes da administracdo da Pilocarpina em 4 machos e 2 fémeas,
também havendo a administracao de Atropina 4mg/kg para a prevencao dos efeitos
periféricos (Tabela 4).

Tabela 4. Correlacdo entre os animais e seus respectivos pesos (massa em grama),
tempo de laténcia para o primeiro evento convulsivo, nimero de individuos que
atingiram o Status Epilepticus, classificacdo destes individuos de acordo com a
escala de Racine e o percentual (%) de mortes no grupo de teste do extrato da
Passiflora nitida preventivo.

_ 13Conv Individuos  Classificagéo % de
Animal Peso(Q) _ _
(min) em S.E Racine mortes
Macho | 26 9 X Vv
Macho I 25 8 - \%
Macho Il 29 10 - \%
66%
Macho IV 26 17 X Vv
Fémea | 24 15 X \%
Fémea ll 24 8 - \%

Macho | apresentou tremor e cauda de Straub 9 minutos apos a administracao
de Pilocarpina, entrando em S.E (Estagio V na escala de Racine) e tdbnus muscular,
levando o individuo a 6bito em 15 minutos.

Macho Il apresentou mioclonia de face, tremor, cauda de Straub 8 minutos
apos a administracdo de Pilocarpina, teve convulsdo ténico-clénica com queda e
tdbnus muscular que o levou a 6bito em 14 minutos.

Macho Il apresentou mioclonia de face, tremor e cauda de Straub cerca de 10
minutos apos a administracdo de Pilocarpina, apresentou convulséo toénico-clénica

com queda e tdbnus muscular que o levou a ébito em 20 minutos.
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Macho IV apresentou mioclénia de face e cauda de Straub juntamente com

convulsao tonico-clonica com queda intensa e constante (com pulos) e hipoxia 17
minutos apds a administracdo de Pilocarpina. Ndo houve avanco do quadro pelos
60 minutos seguintes observados.

Fémea | apresentou cauda de Straub, tremor generalizado, convulsdo clénica
com queda + movimento giratério em sentido horario 15 minutos apds a
administragao da Pilocarpina. O quadro permaneceu assim durante os 60 minutos
seguintes de observacéao.

Fémea Il apresentou cauda de Straub, movimento giratério em sentido horario,
perda da postura e hipdoxia em apenas 8 minutos apdés a administracdo de
Pilocarpina. Em seguida houve tonus muscular e morte em 16 minutos.

Apoés 60 minutos de observacdo comportamental, os animais foram sacrificados
com dose letal do anestésico uretana, com excecdo daqueles que morreram por
espontaneidade.

7.5 Experimental de Tratamento

Consistiu na administracéo do extrato de Passiflora nitida 200mg/kg por via oral
(gavagem) 15 minutos apdés o primeiro evento convulsivo decorrente da
administracdo da Pilocarpina em 2 machos e 2 fémeas, também havendo a
administracdo de Atropina 4mg/kg para a prevencdo dos efeitos periféricos (Tabela
5).

Tabela 5. Correlacdo entre os animais e seus respectivos pesos (massa em
grama), tempo de laténcia para o primeiro evento convulsivo, nimero de individuos
gue atingiram o Status Epilepticus, classificacdo destes individuos de acordo com a
escala de Racine e o percentual (%) de mortes no grupo de Passiflora nitida de
tratamento.

_ 13Conv Individuos  Classificagao % de
Animal Peso(g) ) _
(min) em S.E Racine mortes
Macho | 33 35 X Vv
Macho I 33 30 X Vv
0%
Fémea | 28 30 X Vv
Fémea Il 29 5 X Vv

Macho | apresentou tremor logo apdés 1 minuto da administracéo, apresentando

0 primeiro evento convulsivo apdés 35 minutos, seguidos de tremores intensos,
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hipoxia e movimentos giratérios e apds 50 minutos houve a administracdo do

extrato de P. nitida. A partir dai o quadro ndo evoluiu mais.

Macho Il apresentou mioclonia de face e das patas dianteiras, tremor, cauda de
Straub e perda da postura apés 30 minutos da administracdo de Pilocarpina. 15
minutos depois houve a administracao do extrato e o quadro néo evoluiu durante os
60 minutos seguintes de observagéo.

Fémea | apresentou mioclénia de face, tremor e cauda de Straub, hipoxia e
eventos isolados de wet dog shake cerca de 30 minutos apds a administracao de
Pilocarpina. Apds 15 minutos recebeu a dose do extrato de P. nitida e ndo houve
alteracdo do quadro pelos 60 minutos seguintes observados.

Fémea Il apresentou mioclonia de face e cauda de Straub juntamente com
hipoxia, tremores intensos 5 minutos apdés a administracdo de Pilocarpina. 15
minutos depois recebeu a dose do extrato e ndo houve avanc¢o do quadro pelos 60
minutos seguintes observados.

Apébs 60 minutos de observacdo comportamental, os animais foram sacrificados
com dose letal do anestésico uretana.

Tabela X. Relagdo entre os comportamentos gerais mais recorrentes em cada
grupo por percentual de recorréncia.

Controle Controle de Controle de P.nitida P. nitida de

Comportamentos . _
Gerai Agudo Prevencdo Tratamento Preventiva Tratamento
erais
(%) (%) (%) (%) (%)
Tremores intensos 20 66 66 66 100
Mioclonia 60 50 100 33 75
Wet Dog Shake 20 33 - - 25
Movimento
_ _ 20 - - 33 25
giratorio
Cauda de Straub 60 50 83 83 75
Hipoxia 20 16 16 16 50
Perda da postura 20 - - 33 -

Tonus Muscular 20 - 16 33 -
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Figura 1. Percentual de Reverséo da condi¢éo de Status Epilepticus dos individuos
pela atividade anticonvulsivante do Clonazepam preventivo e de tramento; e do
experimento com o extrato de Passiflora nitida no teste preventivo e de tratamento.

Reversao pelo Clonazepam (%) Reversao pelo extrato de P. nitida
Clonazepam Clonazepam de Extrato Extrato de
Preventivo Tratamento Preventivo Tratamento
100% 67% 34% 100%
100,
80+
60
40- O Preventivo
20- B Tratamento
0
Reversao Reversao
pelo pela P.
Diazepam nitida

Tabela 1. Relacdo entre os grupos experimentais em funcdo do tempo médio (em
minutos) para o alcance do primeiro evento convulsivo; o percentual de animais que

atingiram o Status Epilepticus e o percentual de sobrevida dos animais em cada

grupo.

Tempo Médio 12 Animais que _
Grupos _ o Sobrevida (%)
Convulséo (min) atingiram S.E (%)

Controle Agudo 20 66 80
Clonazepam Preventivo 8,33 50 100
Clonazepam Tratamento 13,5 33 67

P. nitida Preventiva 11,17 50 34
P. nitida Tratamento 25 100 100

Espécies vegetais Amazonicas tém sido apontadas como importante fonte de
moléculas bioativas do ponto de vista farmacoldgico. Apds a experimentacdo dos

grupos, os resultados obtidos foram comparados entre 0s grupos experimentais por
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meio de tabela e gréaficos a fim de demonstrar o potencial da Passiflora nitida como

agente anticonvulsivante.

8- Conclusao

O modelo de epilepsia do lobo temporal através da administragédo sistémica
de Pilocarpina em ratos € antigo e bem disseminado na pesquisa de novos agentes
antiepiléticos, ou mesmo nos estudos da génese e desenvolvimento desta
patologia tdo refrataria a tratamento farmacoldgico. Neste projeto resolvemos
padronizar o modelo em camundongos, 0 que ndo é muito descrito, porém utiliza-
se até dez vezes menos principio ativo para os testes neste animal em comparacao
aos ratos, fato extremamente importante quando se tem uma quantidade pequena
de substancia teste. Logisticamente, camundongos sao mais simples no manejo e
manutencdo além de apresentarem custo reduzido em comparacdo com outros
roedores experimentais. Em experimento piloto (ndo descrito) determinou-se a
dose de 300mg/kg de Pilocarpina como sendo a ideal para inducdo do status
epiléticus, com baixa taxa de mortalidade. O blogueio dos efeitos periféricos da
Pilocarpina como salivacédo, diurese e evacuacdo aumentados, foi feito através da
administracdo prévia de Atropina 4mg/kg. Essa dose também foi determinada
previamente, onde essa dosagem se mostrou adequada para evitar o estimulo
parassimpatico periférico sem retardar ou bloquear o efeito central da Pilocarpina.

O extrato da Passiflora nitida € hipnético e ansiolitico (dados nao
publicados), assim como o Clonazepam que é também um excelente antiepilético.
Nestes experimentos notamos que diferente do Clonazepam (tabela 2), o extrato
(tabela 4) ndo previne a convulsdo ou a inducdo do SE por administracdo de
Pilocarpina, pelo contrario, parece potencializar a severidade das convulsoes,
chegando a aumentar o numero de 6bitos em comparagdo com o controle (tabela
1) (controle 33%, passiflora prevencédo 66% de Obitos). Porém, estes dados sdo
preliminares e necessitamos de um nuimero maior de animais e mais dados para
afirmar essa tendéncia observada. Ao compararmos 0s grupos de tratamento no
gual o Clonazepam (tabela 3) e a passiflora (tabela 5) foram administrados 15 min
apos a primeira convulsdo, notamos que o extrato reverteu de maneira mais eficaz

0s eventos convulsivos nos animais, eliminando os ébitos.
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O que por hora podemos concluir € que o extrato de Passiflora nitida € um

promissor agente para o tratamento dos episédios convulsivos no modelo de
inducado de SE por administracéo sistémica de Pilocarpina em camundongos. Como
complemento, esta sendo efetuada a histologia do cérebro dos animais utilizados
neste protocolo, para verificacdo da lesdo e/ ou reversdo da mesma pelo extrato.
Além deste dado complementar, a dosagem de espécies reativas de oxigénio esté
sendo efetuada no tecido neuronal de animais submetidos aos mesmos
procedimentos no intuito de maiores esclarecimentos sobre a acdo do extrato da
Passiflora nitida no modelo de ELT por administracdo de Pilocarpina em
camundongos. No projeto inicial tinhamos determinado a realizacdo dos modelos
de ELT agudo e crdnico, porém pela falta de estrutura da Instituicdo, com o Biotério
Central interditado para reforma desde outubro de 2014 e ainda sem espaco
adequado para experimentacdo animal, o protocolo crénico foi suprimido por ora
deste projeto. Porém, o mesmo serd realizado nas dependéncias do Biotério do
INPA, assim que o termo de cooperacdo entre as Instituicbes for formalmente
implementado. Com posse desses outros resultados partiremos entdo para

publicacdo dos resultados.
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