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RESUMO

Introducdo: A epilepsia é uma das doengas neuroldgicas mais comuns no mundo,
acometendo em torno de 1% da populagdo mundial. Embora uma gama de medicamentos
anticonvulsivantes esteja disponivel, aproximadamente um terco dos pacientes ndo respondem
adequadamente aos medicamentos atuais. Objetivo: O objetivo desse trabalho foi avaliar o
efeito do Alcool Perilico (AP) sobre convulsdes epilépticas in vivo e in silico. Materiais e
Métodos: A convulsdo foi induzida por pentilenotetrazol (PTZ, 170 mg/kg, i.p.) em zebrafish
adulto, e o anticonvulsivante controle usado foi Diazepam (DZP, 2 mg/kg, p.o.); o AP foi
testado nas doses de 10, 50 e 100 mg/kg (p.0.). Para mensurar a convulsdo, foram avaliados
manualmente comportamentos tipicamente convulsivos, e entdo, com o auxilio de um
software de rastreamento animal (Toxtrac v2.90), os parametros motores foram analisados.
Por fim, foram executados estudos in silico para elucidar um possivel mecanismo de acédo
envolvido na atividade do AP (structure-based prediction e docking). Resultados e
Discussdo: Os resultados mostram que o PTZ induziu o comportamento convulsivo em todos
0s animais do grupo controle negativo (n = 10), comecando com episddios de
hiperlocomocéo, convulsdo propriamente dita e entdo perda de postura e imobilidade. O DZP
inibiu a ocorréncia de convulsdo em todos os animais do grupo. O AP inibiu a ocorréncia de
convulsdo de forma dose-dependente, com frequéncias de 90%, 70% e 40% para 0S grupos
tratados com 10, 50 e 100 mg/kg, respectivamente. O tratamento com AP também diminuiu a
frequéncia e o tempo de perda de postura, a frequéncia e o tempo de imobilidade induzida por
convulsdo, o tempo de convulsdo, 0 nimero de nados em circulo/espiral, e atenuou o déficit
motor causado pelas convulsfes. A diferenca do grupo tratado com a maior dose de AP foi
estatisticamente diferente do grupo controle negativo para todos os parametros convulsivos
avaliados (p < 0,05; Kruskal-wallis). A analise in silico sugere envolvimento do sistema
GABAEérgico na atividade anticonvulsivante do AP, com predicdo de inibicdo da enzima
GABA-AT. Conclusdo: Em suma, os resultados sugerem um potencial anticonvulsivante no

AP tanto in vivo quanto in silico.

Palavras chave: Epilepsia, convulsdo, neurofarmacologia, neurociéncias, bioinformatica.



ABSTRACT

Introduction: Epilepsy is one of the most commons neurological diseases, affecting around
1% of the world population. Although several anticonvulsants are available, around a third of
the patients are not responsive to them. Objective: This research aimed to evaluate the effect
of perillyl alcohol (PA) against acute seizures in vivo and in silico. Materials and Methods:
Seizures were induced with pentylenetetrazole (PTZ, 170 mg/kg, i.p.) in adult zebrafish, and
the control anticonvulsant was Diazepam (DZP, 2 mg/kg, p.0.); PA was tested at 10, 50, and
100 mg/kg (p.o.). To quantify the seizures, we manually appraised typically convulsive
behaviors; then, using an animal tracking software (Toxtrac v2.90), motor parameters were
assessed as well. Finally, a in silico study was performed to shed light on the potential action
mechanisms involved in PA activity (structure-based prediction and molecular docking).
Results and Discussion: The results show that PTZ induced convulsive-like behavior in all
animals of the negative control group (n = 10), starting with episodes of hyperlocomotion,
convulsion itself, then posture loss, and immobility. DZP inhibited the occurrence of seizures
in all treated animals. PA decreased the occurrences in a dose-dependent manner, with
frequencies of 90%, 70%, and 40% for the groups treated with doses of 10, 50, and 100
mg/kg, respectively. Treatment with PA also decreased the frequency and duration of posture
loss, frequency and duration of seizure-induced immobility, convulsion duration, number of
circular and spiral swimming, and decreased the seizure-induced motor deficit. The difference
of the group treated with the highest dose of PA was statistically significant from the negative
control for all the parameters assessed (p < 0.05; Kruskal-wallis). The in silico assessment
predicted a role of the GABAergic system in PA’s anticonvulsant activity, with potential
inhibition of GABA-AT. Conclusion: Overall, the results suggest anticonvulsant potential in
PA both in vivo and in silico.

Keywords: Epilepsy, seizures, neuropharmacology, neuroscience, bioinformatics.
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1 INTRODUCAO

Estima-se que em torno de 70 milhdes de pessoas no mundo tenham epilepsia, 0 que
corresponde a 1% da populagdo mundial. Fazendo com que seja considerada uma das doengas
neuroldgicas mais comuns no mundo (Singh e Trevick, 2016). Embora muitas vezes sejam de
causa desconhecida, as convuls@es epilépticas podem estar associadas a mutacdes genéticas
(ex.: canalopatias), alteracbes na migracdo neuronal, neurodegeneracdo e doencas de
degradacdo neuronal (ex.: Sindrome de Angelman), tumores, lesdes e AVC (Turrini et al.,
2017).

Por mais que muitos anticonvulsivantes estejam disponiveis no mercado para o
tratamento das convulsbes epilépticas, aproximadamente um terco dos pacientes néo
respondem adequadamente a esse tratamento (Turrini et al., 2017). Além disso, os farmacos
anticonvulsivantes atuais apresentam efeitos adversos como déficit cognitivo, neurotoxicidade
e efeitos sisttmicos (Rabiei, 2017); evidenciando a necessidade de pesquisa de novos
tratamentos com mecanismos de acdo diferentes para — quando possivel — substituir, ou ao

menos diminuir as doses com 0s anticonvulsivantes tradicionais.

O Adlcool perilico (AP) é um conhecido monoterpeno antineoplasico usado no
tratamento de gliomas. Em geral bem tolerado em ensaios clinicos, a administracéo intranasal
desse agente ja foi testada por longos periodos de até quatro anos em pacientes (Chen,
Fonseca, da e Schonthal, 2018; Gomes et al., 2017). A eficacia desse farmaco e sua seguranca
em estudos clinicos o torna atraente para a busca de novas atividades no sistema nervoso

central.

Em um modelo in vitro de Parkinson, o AP causou mitigacdo da citotoxicidade
causada por oxidopamina, restaurou o potencial de membrana mitocondrial, reduziu a geracao
de espécies reativas de oxigénio (ROS) e a fragmentagdo no DNA (Anis et al., 2018).
Tabassum et al. (2015) reportaram que o tratamento com alcool perilico melhorou a
integridade histologica e funcional no cérebro de ratos apds dano por isquemia/reperfusédo
apos oclusdo da artéria cerebral. O tratamento diminuiu a gravidade do infarto, atenuou os
déficits neuroldgicos dos ratos e a perda neuronal no cortex e hipocampo. Ao nivel molecular,
houve diminuigdo do estresse oxidativo e da resposta neuroinflamatdéria. Em um estudo de
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Zhou, Fukumoto e Yokogoshi, (2009), o tratamento com AP preveniu o déficit cognitivo
(memdria associativa) induzido por escopolamina em ratos wistar. Os autores reportaram que
o0 tratamento aumentou a concentracdo de dopamina no hipocampo e striatum dos ratos e, in
vitro, inibiu a atividade da enzima acetilcolinesterase. Outras atividades bioldgicas do AP no
SNC foram atenuar o estresse em ratos (d’Alessio, Bisson e Béné, 2013) — atribuida a sua
atividade anti-neuroinflamatéria — , e analgesia central (Benedito et al., 2017). Digno de nota,
0 tratamento com AP néo parece causar nenhum dano histopatolégico no cérebro (hipocampo

e striatum) em doses testadas de até 100 mg/kg (Benedito et al., 2017).

N&o ha até o momento, nenhuma pesquisa sobre o efeito do tratamento com alcool
perilico sobre a convulsao e seus danos ao sistema nervoso. Sabe-se que a neuroinflamacéo e
0 estresse oxidativo sdo eventos-chave que ocorrem na epileptogénese que podem, por
feedback positivo, exacerbar a resposta convulsiva e causar danos ao sistema nervoso
(Ambrogini et al., 2019). Além disso, a excitotoxicidade causada pelo glutamato durante o
ataque epiléptico causa grande influxo de célcio nos neurdnios para a transmissdo dos
potenciais de acdo, e sabe-se que o AP também pode agir removendo o célcio intracelular em
alguns tipos de célula (Berchtold et al., 2005). Devido a sua propriedade antioxidante, anti-
inflamatoria e moduladora dos ions de célcio, hipotetizou-se que o AP tivesse um efeito
protetivo contra as convulsdes, assim como moléculas com essas mesmas propriedades
(Pauletti et al., 2017; Alshareef et al., 2016; Temp et al., 2017; Kriz, Zupan e Simonié, 2003).
Portanto, para testar essa hipétese, o objetivo desse trabalho foi avaliar a atividade
anticonvulsivante do alcool perilico, para isso, foi adotado o modelo de convulsées induzidas

por pentilenotetrazol em peixes zebrafish adultos (Danio rerio).



2 OBJETIVOS

2.1 Geral:

Avaliar os efeitos do tratamento com alcool perilico sobre convulsdes epileptiformes.

2.2 Especificos:
» Desenvolver um modelo confidvel e reprodutivel para avaliar o efeito

anticonvulsivante do alcool perilico usando zebrafish baseado na literatura;

« Usar este modelo para avaliar o efeito do tratamento com AP sobre o

comportamento convulsivo analisado manualmente;

« Avaliar o efeito do tratamento com AP sobre o déficit motor causado pelas

convulsdes usando o software de rastreamento Toxtrac;

« Elucidar um possivel mecanismo de acdo para a atividade anticonvulsivante do

alcool perilico in silico.



3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Neurofisiologia

Para entender os mecanismos por tras das alteracBes fisiologicas que culminam na
epileptogénese e eventualmente no ataque epiléptico, € necessario conhecer o funcionamento
normal dos neurdnios e suas sinapses. Nesta secdo serdo apresentadas informacgdes basicas

sobre a neurofisiologia do sistema nervoso central (SNC).

3.1.1 Potencial de acéo e liberacéo de neurotransmissores

Os neurdnios em estado inicial encontram-se polarizados, com o lado intracelular da
membrana negativo em relacdo ao lado extracelular, gerando o potencial de repouso da
membrana (Vm, situado entre -60 e -70 mV?'). O potencial de acdo (PA) é uma reversio
transitoria (<1 ms) do potencial de membrana, que surge em um neurdnio quando o potencial
de membrana é elevado até o limiar de excitacdo (-40 mV; Figura 1.A) (Barnett e Larkman,
2007).

O PA comega com um grande influxo de sddio através de canais de Na* dependentes
de voltagem que sdo abertos quando a membrana é elevada até o limiar de excitacdo. O
influxo do sddio alterara o potencial de membrana de -40 mV a aproximadamente +30 mV.
Essa alteracdo da carga percorrera todo o axénio, levando o impulso adiante. Apés o influxo
de Na*, havera excesso de carga positiva intracelular no neurdnio, e ocorrera a abertura dos
canais de K* dependentes de voltagem, causando o efluxo desses ions, restaurando o
equilibrio de cargas (Figura 1.B e 1.C) (Stafstrom, 1998).

O efluxo de ions K* vai diminuir o potencial de membrana abaixo do potencial de
repouso por um breve instante, chamado de pds-hiperpolarizagdo. O periodo de pos-
hiperpolarizacdo, que acontece logo apds o PA, ird prevenir o disparo imediato de outros por
um breve periodo de tempo (periodo refratario). Terminado o potencial de acdo, havera
excesso de Na' intracelular e K* extracelular; a restauragcdo da concentracdo inicial desses ions

sera feita pela bomba Na-K ATPase, que devolvera o Na* para o lado extracelular e 0 K* para

1 Os valores dos potenciais de membranas podem variar de acordo com os tipos de neurénios (Bean, 2007).



o lado intracelular (na proporgdo de 3 Na* para cada 2 K*). Como os ions serdo transportados
contra o seu gradiente de concentracdo, ha consumo de ATP. Além da bomba i6nica Na-K
ATPase, células da glia (astrocitos) também na restauracdo da homeostase iGnica absorvendo

0 excesso de fons K* extracelular através dos canais Kir 4.1 (Patel et al., 2019).

As mudancas do potencial de membrana, que poderdo resultar no disparo do PA, sdo
computadas através dos PIPS (potenciais inibitorios pds-sinapticos) — provenientes das
sinapses GABAeérgicas (secdo 3.1.2) —, e PEPS (potenciais excitatdrios pos-sinapticos) —

provenientes das sinapses glutamatérgicas (se¢do 3.1.3) — que 0 neurénio em questao recebe.

SAD /_-Dendritos Despolarizacao

Repolarizagio Membrana
polarizada
+++++++++H|- - - - - - - - - - ++++++++++
---------- L
---------- +4+++++++FH|- - - - - - - - - -
L +Htttt ettt Fenda
sinaptica
Cone de implantagdo
SAA

——— > > — —>
P————— T ————————

Axdnio
Terminal
pré-sinaptico

B Terminal
pos-sindptico

+40

Voltagem (mV)

@
=1

Tempo

Figura 1. A: Diagrama esquematico mostrando as principais estruturas de um neurénio; caso os PEPS atinjam o
limiar de excitagdo, terd inicio o disparo do potencial de a¢do na zona de gatilho, que se encontra no cone de
implantacdo; quanto mais proxima a sinapse se encontra da zona de gatilho, maior a influéncia sobre o disparo
do potencial de acdo (a seta verde aponta o sentido de maior influéncia). SAD: sinapse axo-dendritica; SAS:
sinapse axo-somatica; SAA: sinapse axo-axonica. B: Perfil do potencial de membrana (lado interno em relagao
ao externo) em funcdo do tempo durante o disparo do potencial de acdo; antes do disparo a membrana encontra-
se no potencial de repouso de aproximadamente -60 mV (os valores podem variar de acordo com o tipo de
neurdnio); o inicio do potencial de acdo é marcado por grande influxo de fons Na*, invertendo a polarizacdo da
membrana até +40 mv; ap6s atingido o pico do potencial de acdo, os canais de K* se abrem, causando efluxo
desses fons e repolarizando a membrana. Ap6s o potencial, ha um breve periodo de hiperpolarizagdo que impede
o disparo de novos potenciais de acdo por um periodo. C: Aproximagdo da membrana neuronal, o influxo de
fons Na* marca a despolarizacdo da membrana neuronal em B, que é reestabelecido pelo efluxo de fons K*. O
equilibrio desses fons é reestabelecido pela agdo da bomba de Na-KATPase. Fonte primaria.



No neurdnio, o potencial de acdo surge em uma regido rica em canais de Na*
dependentes de voltagem, chamada zona de gatilho, que se localiza geralmente no cone de
implantacdo (regido entre o soma e a por¢do proximal do axénio), e percorrera até o terminal
axonal. Diz-se que o PA ¢ “tudo ou nada”, pois s6 ocorre caso o limiar seja atingido, e sempre
em intensidade méaxima. Outra propriedade intrinseca deste fenbmeno é que é sempre
unidirecional (Barnett e Larkman, 2007; Forehand, 2011; Stuart et al., 1997).

A chegada do potencial de acdo no terminal axonal causa o influxo de Ca?* através de
canais de célcio dependentes de voltagem. No terminal pré-sinaptico do ax6nio, a entrada do
calcio vai resultar na exocitose de vesiculas contendo os neurotransmissores, liberando-os na
fenda sinéptica (Volk et al., 2015; Kavalali, 2015). O neurotransmissor — que dependera do
tipo de sinapse — agiré nos receptores do terminal pds-sinaptico, como descrito a seguir.

3.1.2 Sinapses GABAérgicas

Nas sinapses GABAEérgicas (Figura 2.A), o neurotransmissor liberado é o &cido y-
aminobutirico (GABA) — principal neurotransmissor inibitorio no SNC. O GABA ¢
sintetizado a partir do glutamato no terminal pré-sinaptico por acdo da enzima glutamato
descarboxilase, que utiliza piridoxina (Vitamina B6) como co-fator (Ciclo GABA/Glutamato-

glutamina, Secéo 3.1.5).

Ao ser liberado na fenda sinaptica, 0 GABA pode atuar nos Receptores GABAA
(GABAAR, ionotropicos), e Receptores GABAgs (GABAgR, metabotropicos). A atividade do
GABAAR €é mais conhecida, e esses receptores sdo alvos de diversos farmacos
anticonvulsivantes (Quadro 1). Quando moléculas de GABA se ligam a Receptores GABAA ,
0 poro do receptor se abre e ocorre influxo de ions CI. O influxo de cloreto faz com que o
lado intracelular da membrana neuronal se torne ainda mais negativo (hiperpolarizado),

resultando na diminuicdo dos disparos de potenciais de agédo (Olsen e Sieghart, 2009).

O GABAgR € um receptor ligado a Proteina G, sua ativacdo resultara a jusante na
abertura de canais de K* (Schuler et al., 2001). Como esse ion estd em maior concentra¢do no
meio intracelular, havera efluxo de K*, que por ter carga positiva, resultarda em maior
negatividade no lado interno (hiperpolarizagdo). Devido ao seu mecanismo intrinseco, a

atividade dos Receptores GABAg € mais lenta e duradoura que o dos Receptores GABAAa. As

10



alteracdes no potencial da membrana causadas pelo GABA (hiperpolarizagdo), por serem

inibitorias, sdo chamadas de Potencial Inibitorio Pos-Sinaptico (PIPS) (Stafstrom, 1998).

T

Mg*?

Glu

-1

/

Na* }

e

Nao NMDA
(ex.: AMPA, kainato)

/ ciDv
K-l-

Figura 2. Sinapses GABAEérgica (A) e Glutamatérgica (B). CCDV: Canais de célcio dependentes de voltagem;
CK: Canais de potassio; CIDV: Canais idnicos dependentes de voltagem; Glu: Glutamato; Gly: Glicina. Fonte

primaria.
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3.1.3 Sinapses glutamatérgicas

Nas sinapses glutamatérgicas (Figura 2.B), o neurotransmissor liberado € o glutamato
— principal neurotransmissor excitatorio do SNC. O glutamato pode se ligar a Receptores
AMPA, Receptores de Kainato e Receptores NMDA (N-metil-D-Aspartato). Os receptores
ndo-NMDA (i.e., de Kainato e AMPA) sdo chamados de acdo réapida, e os receptores NMDA
sdo chamados de acao duradoura. Os receptores NMDA precisam além do glutamato, de um

co-agonista essencial, a glicina (Lau e Tymianski, 2010).

Dentre estes receptores, o0s NMDA sdo considerados os principais. Entretanto,
inicialmente, os poros desses receptores estio bloqueados por ions Mg?*. Para que esses ions
liberem o poro é necessario que haja uma mudanca inicial no potencial de membrana (entre
10 e 20 mV); essa mudanca € induzida pela ativacdo dos receptores nao-NMDA. A ativacao
pelo glutamato dos receptores de acdo rapida resultard em um influxo inicial de Na*, que
causara a mudanca de potencial necessaria para que os ions Mg?* saiam dos poros dos

receptores NMDA, permitindo a sua acéo.

H& entdo, trés pré-requisitos para a acdo dos receptores NMDA: 1) ligacdo do
glutamato ao receptor; 2) ligacdo da glicina (co-agonista); 3) saida dos ions Mg?* dos poros
do receptor (Figura 2.B, canto inferior esquerdo). Uma vez que esses requisitos acontecam, o
poro do receptor abrira causando grande influxo de Na* e Ca?* (Stafstrom, 1998). Como estes
fons sdo de carga positiva, tenderfo a causar despolarizacio da membrana; o influxo do Ca?*
causara, ainda, ativacdo de vias metabdlicas intracelulares (Bean, 2007). As altera¢cBes no
potencial da membrana causadas pelo glutamato (despolarizagéo), por serem excitatorias, sdo

chamadas de Potencial Excitatorio Pds-Sinaptico (PEPS).

Os PEPS causados pelo glutamato nos receptores ndo-NMDA e NMDA véo ativar
também canais ionicos dependentes de voltagem pés-sinapticos (ex.: Na* e Ca?*), causando
influxo desses ions, que também vao contribuir para a despolarizacdo da membrana neuronal
(Stafstrom, 1998).

3.1.5 Ciclo GABA/Glutamato-Glutamina
Os neurbnios ndo sdo capazes de realizar sintese de novo dos neurotransmissores
glutamato e GABA devido a auséncia da enzima piruvato carboxilase nessas células. 1sso

significa que ndo podem sintetizar glutamato e GABA a partir de moléculas simples, como a
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glicose. Por isso, ha um ciclo chamado ciclo GABA/Glutamato-Glutamina, que acontece com
a participacao de células gliais.

O GABA ou glutamato — dependendo da sinapse — apés liberado na fenda sinaptica e
agir nos receptores, serd absorvido pelos astrocitos. Dentro dessas células, o0s
neurotransmissores serdo convertidos em glutamina e serdo novamente liberados aos
neurdnios. A glutamina servird como precursora para a sintese de glutamato ou GABA,
reiniciando o ciclo. Por outro lado, uma parte do neurotransmissor pode ser diretamente
reabsorvida pelo neurdnio que o liberou, processo que € mais significativo para 0 GABA que
para o glutamato (Bak, Schousboe and Waagepetersen, 2006; Rowley et al., 2012; Petroff,
2002).

3.2 A Epilepsia

A epilepsia é conceituada como a condicdo médica em que o paciente sofre dois ou
mais ataques epilépticos espontaneos na vida separados por um periodo maior que 24 horas
(Fisher et al., 2014). Sua prevaléncia total é estimada em cerca de 70 milhdes de pessoas
acometidas no mundo (1% da populacdo), e a incidéncia é de 2,4 milhdes de novos
diagndsticos por ano. Cerca de 90% dessas pessoas sdo de paises em desenvolvimento,
presumivelmente devido as condigdes endémicas que oferecem riscos para 0 Sseu
desenvolvimento (Singh e Trevick, 2016). Trata-se de uma doenca neuroldgica relativamente
comum a segunda mais comum atrds apenas da migraina, segundo alguns autores (Sung-joon
etal., 2017).

Embora uma convulsdo grave possa levar a 6bito (como no status epilepticus), a
epilepsia em si ndo afeta severamente na expectativa de vida; entretanto, a qualidade de vida
pode ser severamente comprometida se a doenca ndo for devidamente controlada (Bowman,
Dudek e Spitz, 2001). Para isso sdo usados os farmacos anticonvulsivantes; embora um
grande numero desses medicamentos esteja disponivel no mercado, aproximadamente um
terco dos pacientes ndo respondem adequadamente ao tratamento (Epilepsia refrataria, secéo
3.2.3), além disso, 0 uso dos anticonvulsivantes atuais tem como efeitos adversos o déficit
cognitivo, sedacao, possivel neurotoxicidade dependendo do medicamento e da dose, efeitos
sistémicos e psicotomiméticos (Quadro 1). Isso é agravado pelo fato de o tratamento ser de
longo prazo (Rabiei, 2017; Celli et al., 2019).

13



3.2.1 Classificagdo
A classificacdo oficial da ILAE (2017) é feita em trés niveis: tipos de convulso, tipos

de epilepsia e sindromes epilépticas (Figura 3) (Scheffer et al., 2017).

1° Nivel - Tipos de convulsao (origem)

Generalizada Desconhecida
Sem perda de Com perda de
consciéncia consciéncia
‘ Sintomas: Sintomas:
l motores e ndoc-motores motores e ndo-motores
Sintomas: l

motores e ndo-motores

Néo-classificado

Focal a bilateral tonico-
clénica

3° Nivel - Sindromes

Generalizada eplleptlcas

2° Nivel - Tipos de
epilepsia

Ex.: Sindrome de Dravet,

Combinada

Sindrome de West, Epilepsia de

Auséncia Infantil, etc.

Desconhecida

S S S S —

——

Figura 3. Classificacéo oficial da International League Against Epilepsy - ILAE. Imagem elaborada pelo autor.

A classificacdo das convulsGes da ILAE foi publicada em seu periodico oficial,
“Epilepsia”, por Fisher et al. (2017). Nessa classificacdo, as convulsdes séo divididas em
focal, generalizada, ou desconhecida, de acordo com o sitio de surgimento no cerebro. A
convulsdo focal pode ser com ou sem consciéncia alterada, e com sintomas motores (ex.:
automatismos) ou ndo-motores (ex.: sensoriais); a convulsdao focal pode ainda se tornar
secundariamente bilateral. A convulsdo generalizada é sempre com consciéncia alterada, e

pode ser com sintomas motores (ex.: convulsdo ténico-clénica) ou ndo-motores (ex.:
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convulsdo de auséncia). As convulsdes de origem desconhecidas também podem ser

classificadas de acordo com sintomas motores e ndo motores (Fisher et al., 2017).

O segundo nivel de classificacdo da ILAE sao os tipos de epilepsia. Essa classificacdo
é feita basicamente a partir dos tipos de convulses predominantes, podendo ser: epilepsia
focal, generalizada, combinada (focal e generalizada) ou desconhecida. Por fim, o terceiro
nivel de classificacdo sdo as sindromes epilépticas, que sdo agrupamentos de quadros
epilépticos com caracteristicas em comum, como idade do paciente, variacdo circadiana,
progndstico, comorbidades, fatores etiologicos, entre outros. Exemplos de sindromes
epilépticas sdo as Sindrome de West, Sindrome de Dravet e a Epilepsia de Auséncia Infantil.
A classificacdo é uma importante ferramenta de diagnostico que tem papel fundamental na

escolha do tratamento apropriado (Scheffer et al., 2017).

3.2.2 Patogénese

Como visto, o ataque epiléptico é marcado pela ocorréncia de sinais ou sintomas de
atividade neuronal anormal excessiva e sincrénica no cérebro (Fisher et al., 2005). O processo
crébnico em que o cérebro inicialmente normal cria predisposicdo para 0 surgimento
espontaneo dos ataques epilépticos é denominado “epileptogénese” (Lukasiuk, 2014). As
causas para a epileptogénese sdo diversas; a ILAE divide esses fatores etioldégicos em
estruturais, genéticos, infecgdes, metabolicos, imunoldgicos e de causa desconhecida
(Scheffer et al., 2017).

No cérebro, o processo de epileptogénese é marcado por um desequilibrio entre os
estimulos excitatorios e inibitérios dentro de um circuito neuronal, de forma que ele se torne
mais propenso a funcionar de forma excessiva, hipersincronica e oscilatéria. Ao agir dessa
forma de maneira continua, o circuito andmalo acaba resultando em alteracdes de outros
circuitos. Eventualmente, os circuitos anémalos, chamados de epileptogénicos, irdo resultar

na precipitacdo dos ataques epilépticos (Thijs et al., 2019).

O desequilibrio de estimulos que ira contribuir para a epileptogénese, e mais tarde para
0 desencadeamento dos ataques epilépticos espontaneos, pode ocorrer em Varios niveis do
sistema nervoso: desde moléculas pequenas (ex.: neurotransmissores), macromoléculas (ex.:
receptores e canais ibnicos), até células (ex.: estrutura dos dendritos) e circuitos neuronais
inteiros. Alguns exemplos de alteracGes patofisioldgicas que resultam em epilepsia séo

mostrados no Quadro 1.
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Quadro 1. Alteragdes patofisiologicas que resultam em convulsdes (Stafstrom, 1998).

Nivel de fungdo

Condicéo Mecanismo patofisioldgico
cerebral
Circuitos neuronais alterados:
Rede neuronal Disgenesia cerebral, cicatriz pds-traumatica, esclerose formacédo de conexdes
mesial temporal (na epilepsia do lobo temporal) excitatdrias andmalas

(“sprouting™)

Estrutura anormal dos

Sindrome de Down e outras sindromes com retardo dendritos e espinhos
mental e convulsdes dendriticos: fluxo de corrente

elétrica andbmalo no neurdnio

Estrutura neuronal

Diminuigdo da sintese de
Dependéncia de piridoxina (Vitamina B6) GABA; B6 é um co-fator da
glutamato descarboxilase

Sintese de
neurotransmissores

Receptores inibitdrios Sindrome de Angelman Subunidade dos receptores

GABA anormais
O excesso de glicina causa
Receptores . - L - . L
s Hiperglicinemia néo cetdtica hiperativacdo dos receptores
excitatorios
NMDA
Desenvolvimento antecipado
Desenvolvimento N das sinapses excitatorias ou
s Convulséo neonatal .
sinaptico atraso do desenvolvimento das

sinapses inibitdrias

Mutacdes nos canais de K*:
Canais ibnicos Convulsdo neonatal familiar benigna processo de repolarizacéo
prejudicado

3.2.3 Patofisiologia

Como demonstrado por Ambrogini et al. (2019), ha trés fendmenos intrinsecamente
ligados a epileptogénese, ao posterior surgimento dos ataques epilépticos (ictiogénese), e a
neurodegeneracdo que pode ser desencadeada por estes. Esses fenbmenos sdo a

excitotoxicidade mediada pelo glutamato, estresse oxidativo e neuroinflamagéo.

A excitotoxicidade mediada por glutamato, caracteristica do ataque epiléptico, pode
contribuir para o ataque epiléptico e neurodegeneracdo por, pelo menos, trés maneiras: 1: pelo
excesso de estimulos excitatorios e consequente exacerbagdo do influxo de célcio e disparos
de potenciais de acdo (Puttachary et al., 2015); 2: indugdo do estresse oxidativo no cerebro,

pois, a ativacdo do Receptor lonotropico NMDA pelo glutamato induz a montagem e
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atividade da enzima NADPH Oxidase 2 (NOX2), que produz espécies reativas de oxigénio
(ROS) durante o ataque epiléptico (Ambrogini et al., 2019); 3: a disrup¢do da homeostase de
[Ca*?] intracelular induzida pela excitotoxicidade pode causar abertura dos poros de transi¢éo
mitocondrial, modificando o potencial de membrana e gerando quadro de disfuncéo
mitocondrial, que também tem papel importante na epilepsia e em doencas
neurodegenerativas (Rivero-Segura et al., 2017).

N&o s6 0 excesso de calcio intracelular, mas o estresse oxidativo também pode causar
abertura de poros de transicdo de permeabilidade mitocondrial. Como se sabe, a cadeia
respiratoria mitocondrial é uma das maiores fontes de radicais livres no organismo; elétrons
ndo-pareados que escapam do complexo respiratorio interagem com oxigénio molecular,
formando anions superoxido, peroxido de hidrogénio e hidroxilas livres, altamente reativos e
toxicos. A abertura dos poros de transicdo de permeabilidade mitocondrial faz com que essas
espécies reativas vazem, contribuindo para mais estresse oxidativo. Um quadro de alteracdo
exacerbada da permeabilidade mitocondrial pode, também, causar inchago mitocondrial,
liberacdo de citocromo-c e consequente ativacao da caspase e apoptose, contribuindo para a

neurodegeneracdo (Devi, Manocha e VVohora, 2008; Pearson-smith e Patel, 2017).

Se por um lado a excitotoxicidade do glutamato contribui para o estresse oxidativo, o
inverso também acontece, pois, as espécies reativas inibem a atividade da glutamina sintetase.
Essa enzima encontrada em astrécitos € importante por dois motivos: primeiro, ela é
responsavel pela depuracdo do glutamato, diminuindo seus niveis; segundo, a glutamina
formada por ela é convertida em GABA, o principal neurotransmissor inibitorio, com efeito
oposto ao glutamato (Puttachary et al., 2015; Ambrogini et al., 2019). Como resultado, ha um
ciclo vicioso excitotoxicidade-estresse oxidativo-excitotoxicidade. Além de contribuir para o
ataque epiléptico, o estresse oxidativo pode contribuir diretamente para a neurodegeneracao,
pois é particularmente nocivo ao cérebro, mais do que aos demais tecidos, por diversos
fatores: elevado metabolismo oxidativo, maiores concentracdes de ions livres de ferro e cobre,
elevada concentracdo de grupos heme e &cidos graxos poli-insaturados, baixos niveis de

enzimas antioxidantes (Gomes et al., 2017).

Um outro fator que contribui para o estresse oxidativo é a neuroinflamacéo, atraves da
liberacdo de espécies reativas por células inflamatdrias. Além disso, a neuroinflamacéo pode
facilitar o ataque epiléptico, pois sabe-se que as citocinas pro-inflamatdrias aumentam a

excitabilidade neuronal. Assim como a neuroinflamacéo facilita o ataque epiléptico, o inverso
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também ocorre: o ataque epiléptico gera inflamacéo no sistema nervoso, formando um novo
ciclo vicioso (Vezzani et al., 2013; Ambrogini et al., 2019).

3.2.3 Anticonvulsivantes e epilepsia refrataria

Os principais medicamentos antiepilépticos sdo mostrados no Quadro 2. O quadro

mostra ainda a classe de substancias a qual o composto pertence, seus mecanismos de acdo e

principais efeitos adversos.

As

informagbes sdo das bases de dados PubChem

(pubchem.ncbi.nlm.nih.gov), DrugBank (drugbank.ca) e DailyMed (dailymed.nlm.nih.gov).

Quadro 2. Medicamentos antiepilépticos.

Nome (classe)

Mecanismo de Agdo

Efeitos Adversos

Carbamazepina
(Benzazepinas)

Mecanismo ndo completamente elucidado, mas
acredita-se que seja através da inibicéo de canais de
sédio dependentes de voltagem, diminuindo a
hiperexcitabilidade causada pela despolarizacdo da
membrana neuronal.

Ndusea, vomito, tontura,
vertigo, sonoléncia, fadiga,
ataxia, alteragdes na
coordenacdo, dor de cabeca,
discrasias sanguineas,
constipacéo, hiponatremia.

Clobazam
(Benzodiazepinicos)

Potencializagdo dos Receptores GABAA.

Agressividade, ataxia,
constipacgéo, tontura, insbnia
ou sonoléncia, ndusea, vomito,
dependéncia.

Clonazepam
(Benzodiazepinicos)

Potencializagdo dos Receptores GABAA.

Anorexia, constipacéo, tontura,
sonoléncia, dependéncia.

Diazepam
(Benzodiazepinicos)

Potencializagdo dos Receptores GABAA.

Sedacéo, sonoléncia, diplopia,
ataxia, déficit cognitivo,
dependéncia.

Etosuximida
(Pirrolidinas)

Inibicdo dos canais de célcio dependentes de voltagem
tipo T, diminuindo o influxo de calcio e
consequentemente a excitabilidade neuronal.

Anorexia, dor abdominal,
nauseas, vomito, tontura,
distdrbios no sono,
irritabilidade, hiperatividade,
discrasias sanguineas.

Gabapentina
(Acidos carboxilicos)

Mecanismo ndo completamente elucidado, mas
acredita-se que seja pela inibigdo das subunidades 025-
1 de canais de calcio dependentes de voltagem,
diminuindo a quantidade desses canais na membrana
pré-sinaptica, com consequente diminuicao do influxo
de célcio e liberagao de neurotransmissores
excitatorios.

Sonoléncia, tontura, fadiga,
ataxia.

Lamotrigina
(Benzénicos)

Bloqueio de canais de sédio dependentes de voltagem
(tipo R), estabilizando a membrana neuronal e a

liberacdo de neurotransmissores excitatorios.

Reacdes cutaneas, tontura, dor
de cabega, nausea, vémito,

tremor, sonoléncia, diplopia.
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Nome (classe)

Mecanismo de Agdo

Efeitos Adversos

Levetiracetam
(Pirrolidinas)

Acredita-se que seja através da ligagdo as proteinas de
vesiculas sindpticas SV2A, modulando a exocitose de
vesiculas e liberagdo de neurotransmissores.

Ataxia, sonoléncia, sedacéo,
dor de cabega, ndusea,
depressdo, diplopia,
hiponatremia, erupcdes
cutaneas, vertigo.

Oxcarbazepina
(Benzazepinas)

Mecanismo ndo completamente elucidado, mas
acredita-se que seja através da inibicdo de canais de
sédio dependentes de voltagem, diminuindo a
hiperexcitabilidade causada pela despolarizacdo da
membrana neuronal.

Erupgdes cuténeas, tontura,
sonoléncia, diplopia, vertigo,
nausea, vomito, ataxia, dor de

cabeca, hiponatremia, sedacéo.

Fenobarbital
(Barbitdricos)

Potencializacdo dos Receptores GABA; inibicdo de
canais de célcio.

Sonoléncia ou insdnia, ataxia,
confusdo mental, vomito,
tontura, mudancas de humor,
agitacdo, hipercinesia,
ansiedade, alucinagdes.

Fenitoina
(Azolidinas)

Bloqueio de canais de sédio dependentes de voltagem
(tipos 1 e 5), diminuindo a hiperexcitabilidade causada
pela despolarizacdo da membrana neuronal.

Confusdo mental, ataxia,
diplopia, discrasias sanguineas,
fala alterada, erupcdes
cutaneas.

Primidona
(Diazinas)

Potencializacdo dos Receptores GABAA.

Letargia, altera¢des no ciclo do
sono, alteracdes
comportamentais,
hiperatividade, letargia,
nausea, sedacéo, erupcdes
Ccuténeas, ataxia.

Topiramato
(Dioxolopiranos)

Vérios mecanismos de a¢éo conhecidos: 1)
potencializacdo dos Receptores GABAa; 2) inibicdo de
canais de sodio dependentes de voltagem; 3) reducéao
da atividade de receptores de glutamato (AMPA e
Kainato).

Confuséo mental, dificuldade
de concentracdo, problemas de
fala, depressao, fadiga,
nervosismo, parestesias,
tremores.

Acido Valpréico
(Acidos graxos acil-
ramificado)

Mecanismo ndo completamente elucidado, mas
acredita-se que seja através do aumento da
concentracdo de GABA devido & inibi¢do da enzima
semialdeido-succinico-dehidrogenase.

Alopecia, tontura, sonoléncia,
tremores, ganho de peso,
sindrome do ovario policistico.

Vigabatrina
(Acido carboxilico)

Aumento da concentracdo de GABA no SNC por
inibicdo irreversivel da enzima responsavel pelo seu
catabolismo (GABA-Transaminase).

Perda de visdo permanente,
sonoléncia, fadiga, tontura.

Zonisamida
(Benzisoxazois)

Inibicéo de canais de sddio e canais de célcio
dependentes de voltagem (tipo T), suprimindo a
despolarizagdo neuronal.

Acidose, erupcdes cutaneas,
nefrolitiase metabdlica,

oligohidrose.

Nos ultimos anos, houve um grande crescimento no nimero de drogas usadas no

tratamento da epilepsia. Apesar disso, a fracdo de pacientes que ndo respondem

adequadamente ao tratamento continua sendo um terco dos casos (Golyala e Kwan, 2017). A
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situacdo onde o paciente epiléptico ndo responde adequadamente ao tratamento é chamada de
Epilepsia Refratéaria. Esse quadro estd associado a maior indice de morbidade e mortalidade,
sérias consequéncias psicossociais, problemas cognitivos e pior qualidade de vida (Tang,
Hartz e Bauer, 2017).

Existem diversas hipdteses que tentam explicar a epilepsia refrataria; dessas, as mais
citadas sdo a hipdtese do alvo e a hipdtese dos transportadores. Segundo a hipotese do alvo, a
farmaco-resisténcia seria causada por alteraces na estrutura molecular dos receptores (como
os receptores de GABA e canais i0nicos dependentes de voltagem), diminuindo a ligagéo e
eficadcia do anticonvulsivante. A hipéGtese dos transportadores postula que a farmaco-
resisténcia seria causada pelo excesso da expressdo de transportadores de efluxo na barreira
hematoencefalica (como a Glicoproteina-P), que diminuiriam a concentracdo do medicamento
a doses sub-terapéuticas. Por fim, a hipdtese das redes neurais postula que a farmaco-
resisténcia seja causada por degeneragdo nos circuitos neurais do paciente, que se torna

irresponsivo ao tratamento (Pohlmann-Eden e Weaver, 2013).

Tang, Hartz e Bauer (2017) argumentam que nenhuma dessas hipdteses pode explicar
sozinha as bases da farmaco-resisténcia na epilepsia. De acordo com esses autores, outras
hipbteses possiveis sdo a hipdtese da farmacocinética, a hipotese da severidade intrinseca, a
hipbtese das redes neurais e a hipdtese da variante genética. A hipo6tese da farmacocinética
afirma que a resisténcia aos medicamentos anticonvulsivantes seria devido a alteragdes
farmacocinéticas nos pacientes refratarios, como maior quantidade de transportadores de
efluxo presentes nos 6rgdos viscerais (ndo apenas na barreira hematoencefalica, como na
hipbtese dos transportadores), maior metabolismo pelo figado, etc, que culminariam em
menores doses do farmaco no sangue, consequentemente, diminuindo sua eficacia. A hipotese
da severidade intrinseca diz que 0s pacientes naturalmente possuem um continuum de
gravidade, do menos grave ao mais grave, e que a farmaco-resisténcia seria uma propriedade
das condi¢Bes mais graves. A hipotese das redes neurais postula que a farmaco-resisténcia
seja causada por neurodegeneracdo nos circuitos neurais. Finalmente, a hipotese da variante
genética afirma que a resisténcia aos medicamentos anticonvulsivantes seria devido a
alteracdes de genes envolvidos no metabolismo destes, como as CYPs. Apesar de muitas

hipbteses, nenhuma delas parece explicar sozinha todos 0s casos.
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3.3 O Alcool perilico (AP)

O élcool perilico (Pubchem ID 10819) é um monoterpeno ciclico anfipatico usado no
tratamento de canceres, principalmente gliomas. Ja foi testado em ensaios clinicos e apesar da
sua eficécia, falhou devido efeitos adversos gastrintestinais (quando administrado oralmente);
entretanto, novos ensaios clinicos mostraram que o composto é bem tolerado pelos pacientes
quando administrado intranasalmente, e sem efeitos adversos significativos em periodos de
até 4 anos (Chen, Fonseca e Schonthal, 2018; Gomes et al., 2017). O fato de ter sido bem
tolerado no CNS em ensaios clinicos torna essa molécula atraente na busca de novas formas
de uso, pois sabe-se que ¢ uma molécula com outras atividades bioldgicas além de combater

canceres.

3.3.1 Atividade anti-(neuro)inflamatéria e antioxidante

O AP é um forte antioxidante (embora possa agir como pré-oxidante no reticulo
endoplasmatico de células cancerigenas, o que vai depender da quantidade de ROS
disponiveis no meio). A atividade antioxidante do AP pode ser pelo sequestro de radicais
livres ou ativacdo de antioxidantes enddgenos (ex.: catalase e glutationa-redutase) (Gomes et
al., 2017).

O AP também é um anti-inflamatério. Khan, Nafees e Sultana (2011) reportaram que
o0 tratamento com AP protegeu o figado de ratos contra toxicidade aguda induzida por etanol.
Além de inibir o estresse oxidativo — evidenciado pela diminuicdo de peroxidacao lipidica,
restauracdo dos niveis de glutationa reduzida e aumento da atividade de enzimas antioxidantes
—, 0 tratamento inibiu a ativacdo do NF-kB (importante fator de transcrigdo inflamatério que
sintetiza citocinas) e a producdo de citocinas pré-inflamatorias (TNF-a). A atividade anti-
inflamatdria do AP também ja foi reportada em neuroinflamacdo, Tabassum et al. (2015)
testaram o composto em ratos com dano cerebral induzido por isquemia-reperfusdo por
ocluséo da artéria cerebral. O tratamento diminuiu o estresse oxidativo no tecido e reduziu o
tamanho do infarto. Ao nivel molecular houve queda nas concentragcdes das citocinas pro-
inflamatorias IL-1B e TNF-o, diminui¢do da expressdo de COX-2 e NOS-2, e da transcrigdo
do NF-kB.

21



3.3.2 Atividade neuroprotetora

O estudo de Tabassum et al. (2015) ja mostra outra propriedade do AP, ele também
atua como neuroprotetor em diversos danos agudos no SNC. Por exemplo, nesse mesmo
estudo os autores reportaram que além de diminuir a producdo de mediadores pro-
inflamatorios, o tratamento melhorou a integridade histolégica e funcional do tecido nervoso,
e atenuou os déficits neuroldgicos dos ratos. Em outro estudo, Zhou, Fukumoto e Yokogoshi
(2009) reportaram que o tratamento com AP preveniu a perda de memoria associativa
induzida por escopolamina em ratos Wistar; nesse mesmo estudo, o tratamento restaurou os
sistemas antioxidantes endogenos, preveniu a perda neuronal no cortex e hipocampo,
aumentou a concentracdo de dopamina no hipocampo e striatum dos animais e, in vitro, o AP

pdde inibir a atividade da acetilcolinesterase.

Corroborando sua atividade neuroprotetora, Anis et al. (2018) testaram o AP em um
modelo de Parkinson in vitro — células SH-SY5 tratadas com oxidopamina (6-OHDA). Os
autores reportaram que o AP mitigou a citotoxicidade causada pelo 6-OHDA restaurando a
viabilidade celular e o potencial de membrana mitocondrial, reduziu a geracdo de ROS e do

Citocromo C, e reduziu a fragmentacéo de DNA.

3.3.3 Atividade sobre canais i6nicos e modulacéo da excitabilidade neuronal

Embora isso ndo tenha sido diretamente demonstrado, ja foi sugerido que o alcool
perilico possa bloquear os canais de sddio dependentes de voltagem. Tomaz-Morais et al.
(2017), demonstrou que o AP exerceu atividade analgésica orofacial central contra diferentes
agentes indutores de dor (formalina, capsaicina, glutamato). Os autores atribuiram essa acao
ao possivel blogueio dos canais de sédio dependentes de voltagem. De fato, existem
moléculas estruturalmente relacionadas (monoterpenos) que também sdo analgésicas e ja

demonstradas de exercerem esse mecanismo, como mentol e eugenol (Oz et al., 2015).

Outros autores ja atribuiram mecanismos diferente; por exemplo, Benedito et al.
(2019) atribuiram a acdo analgésica do alcool perilico a interagdo com receptores opidides,
pois sua atividade analgésica no teste da contor¢cdo induzida por formalina foi parcialmente
inibida pela naloxona, um antagonista dos receptores opioides. Como a atividade foi apenas
parcialmente inibida, é possivel que ambos os mecanismos (inibi¢cdo dos canais de sodio e
receptores opidides) estejam envolvidos. E importante notar, que nos dois estudos, a atividade
analgésica do AP foi central, e ndo apenas periférica.
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Outro canal idnico em que o AP pode atuar sio os canais de Ca?* dependentes de
voltagem. Berchtold et al. (2005) mostrou que o AP diminuiu a concentragdo de Ca?*
intracelular em células WEHI-231 de forma significativa e por periodo prolongado,
diferentemente de outros monoterpenos testados (limoneno e mentol). Os resultados desse
estudo sugerem que os canais afetados eram canais de Ca?* tipo L (Cav1.3, canais sensiveis a
dihidropiridina).

A capacidade de interagir com 0s canais i0nicos e, possivelmente, com receptores
opidides, pode conferir ao AP o potencial para a regulagdo da excitabilidade neuronal. Uma
outra forma possivel de acdo seria através da inibicdo da via mTOR, uma via envolvida na
hiperexcitabilidade neuronal que ja foi reportada de ser inibida pelo AP (Sundin, Peffley e
Hentosh, 2013).

3.3.4 Hipotese: Alcool perilico contra convulsdes epilépticas

N&o héa estudo na literatura do efeito do AP sobre ataques epilépticos ou convulses,
no entanto, com base no que se sabe sobre a molécula é razoavel supor que o tratamento possa
atenuar a convulsdo e seus danos ao sistema nervoso. Como visto na se¢ao 3.2.3, 0 ataque
epiléptico tem como bases moleculares a neuroinflamacdo, estresse oxidativo e
excitotoxicidade mediada por glutamato. As propriedades anti-inflamatéria (inibicdo do NF-
kB) e antioxidante (sequestro de ROS, producdo de antioxidantes enddgenos) do AP podem

antagonizar a neuroinflamacéo e o estresse oxidativo no sistema nervoso, respectivamente.

Corroborando essas hipdteses, hd estudos que reportam que tratamento com
antioxidantes (ex.. N-acetilcisteina e sulforafano) podem atenuar a atividade convulsiva
(Pauletti et al., 2017), assim como alguns agentes anti-inflamatérios (ex.: celecoxib,
dexametasona, nimesulida), e de forma inversa, alguns anticonvulsivantes tradicionais
também tém atividade anti-inflamatdria e antioxidante no SNC (ex.: valproato) (Alshareef et
al., 2016; Temp et al., 2017).

N&o ha estudos mostrando que iniba diretamente a excitotoxicidade causada pelo
glutamato, mas poderia antagoniza-la por prevenir o excesso de célcio intracelular causado
por ela e a hiperexcitabilidade neuronal. Como visto na Sec¢édo 3.1.3, o glutamato langado na
fenda sinaptica age nos receptores NMDA promovendo o influxo de Ca?* que desencadeara a
despolarizacdo do neur6énio e disparo do potencial de acdo. Durante o ataque epiléptico esse

processo ocorre de forma anormal. Considerando que o AP pode bloquear certos canais de
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Ca?* diminuindo sua contragdo intracelular (mais especificamente os canais de Ca2*
dependentes de voltagem do tipo L, segundo Berchtold et al., 2005), ele poderia agir: (1) no
terminal pré-sinaptico, diminuindo a quantidade de neurotransmissores liberados na fenda
sinaptica (incluindo o glutamato); ou (2) no terminal pds-sinaptico, diminuindo a quantidade
de Ca?" intracelular e consequentemente a despolarizagdo de membrana, disparo de potenciais
de acdo e a sinalizagdo intracelular. O papel dos canais de Ca?* tipo L nesses processos

neuronais € descrito por Helton, Xu e Lipscombe (2005).

O bloqueio de canais de célcio dependentes de voltagem estd envolvido na atividade
de alguns anticonvulsivantes conhecidos (Quadro 1). Esses anticonvulsivantes ndo agem
necessariamente nos mesmos canais de célcio que o AP; a Zonisamida e a Etosuximida, por
exemplo, atuam sobre canais de Ca?* dependentes de voltagem do tipo T. Entretanto, ja foi
reportado que farmacos capazes de bloguear os canais do tipo L, como a nifedipina, e
nimodipina exerceram atividade anticonvulsivante in vitro e in vivo (Kim et al., 2008;
Simeone et al., 2011; Kriz, Zupan e Simoni¢, 2003). Além disso, acredita-se que o efeito
anticonvulsivante dos canabindides também seja mediado pelos canais do tipo L (Naderi et
al., 2012). Por fim, alguns autores chegam a sugerir 0 uso do verapamil no controle da
epilepsia refrataria, um dos mais conhecidos bloqueadores desses canais (Nicita et al., 2016).

De acordo com Anis et al. (2018), o AP tem capacidade neuroprotetora por prevenir
alteragBes da permeabilidade mitocondrial. 1sso é relevante para o estudo, pois tanto o estresse
oxidativo quanto o excesso de calcio intracelular causado pela excitotoxicidade podem causar
alteracdo da permeabilidade da mitocondria, liberando mais espécies reativas e
potencialmente podendo induzir a apoptose, contribuindo para a neurodegeneracdo (Rivero-
Segura et al., 2017; Devi, Manocha e VVohora, 2008).

Outro mecanismo de acdo possivel em que o AP poderia combater a epilepsia (e até
mesmo a epileptogénese) seria através da inibi¢do da via mTOR. A hiperatividade dessa via
causa hiperexcitabilidade neuronal e até alteracOes estruturais no sistema nervoso. De fato,
sabe-se que a hiperativacdo da via mTOR ocorre tanto em epilepsia congénita quanto na
adquirida, e em ataques epilépticos induzidos experimentalmente (Lasarge e Danzer, 2014). O
principal farmaco inibidor dessa via é a rapamicina, e sabe-se que essa molécula ja foi
reportada de exercer atividade anticonvulsivante (Guo, Zou e Wong, 2017).
Interessantemente, o AP ja foi reportado de inibir a atividade da mTOR, assim como a
rapamicina (Sundin, Peffley e Hentosh, 2013).
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A atividade analgésica central do AP evidencia outro mecanismo possivel de
modulacdo no sistema nervoso. O fato de ser central é relevante pois indica que 0 composto
age também no SNC. Como visto, a analgesia foi atribuida a dois possiveis mecanismos: 1) a
supressdo parcial da analgesia pela naloxona reportada por Benedito et al. (2019) indica o
envolvimento de receptores opioides; 2) como a supressao é parcial, é provavel que outro
mecanismo esteja envolvido, Tomaz-Morais et al. (2017) sugeriu que 0 mecanismo seja a
inibicdo de canais de sodio dependentes de voltagem, citando como evidéncia moléculas

estruturalmente relacionadas que ja foram reportadas de exercer essa atividade.

N&o é possivel dizer se a atividade sobre receptores opidides do AP pode contribuir
para um possivel efeito anticonvulsivante. Atualmente, sdo conhecidos pelo menos trés tipos
de receptores opioides, os receptores kappa, delta e mu. Agonistas dos receptores kappa ja
foram reportados de inibirem a convulsdo em camundongos induzida por pilocarpina
(Przewlocka, Machelska e Lason, 1994) e kainato (Zangrandi e Schwarzer, 2011). Entretanto,
iSSO ndo acontece necessariamente com 0s outros receptores opidides (Burtscher e Schwarzer,
2017). Como a naloxona é um agonista inespecifico (age em todos os receptores opioides),

ndo h& como saber especificamente em qual deles o AP atua.

O segundo mecanismo analgésico central do AP seria pela inibicdo dos canais de
sodio dependentes de voltagem. Embora moléculas estruturalmente relacionadas ja foram
reportadas de exercer esse efeito (ex.: citronelol, mentol, eugenol), o AP foi apenas sugerido e
ndo demonstrado. Caso realmente tenha essa atividade, isso seria altamente relevante, pois 0s
canais de sodio dependentes de voltagem sdo pecas chaves para a despolarizacdo da
membrana e disparo de potencial de acdo (Stafstrom, 1998). Vérios anticonvulsivantes
comerciais agem justamente pela inibicdo desses canais, como Carbamazepina, Lamotrigina,

Oxcarbamazepina, Fenitoina e Topiramato (Quadro 1).

Ha entdo diversos mecanismos de acdo na qual o alcool perilico possa antagonizar o
ataque epiléptico e a neurodegeneracédo (Os principais sdo mostrados na Figura 4). Para testar

isso, foi usado o organismo modelo zebrafish (Danio rerio).
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Figura 4. Diagrama esquematico mostrando como a neuroinflamacéo, estresse oxidativo e excitotoxicidade
mediada por glutamato estdo relacionados com a epileptogénese e o ataque epiléptico. As setas continuas
simbolizam indugdo e as setas tracejadas simbolizam feedback positivo, gerando ciclos. Os simbolos em
vermelho mostram os possiveis pontos em que o &lcool perilico pode atuar baseado no que j& se sabe pela
literatura: 1 — Prevencdo do estresse oxidativo; 2 — Inibicdo da transcricdo do NF-kB; 3 — Bloqueio de canais de
calcio sensiveis a dihidropiridina; 4 — Inibicdo da hiperatividade da via mTOR; 5 — Prevencdo da disfuncgéo
mitocondrial. Imagem elaborada pelo autor.

3.4 Zebrafish como organismo modelo em neurofarmacologia

O bidlogo molecular George Streisinger da Universidade de Oregon foi o primeiro a
utilizar o zebrafish (Danio rerio) como organismo modelo em pesquisas de genética de
biologia do desenvolvimento; eventualmente, o peixe popularizou-se nas pesquisas
biomédicas (Basu e Sachidanandan, 2013). Entre alguns dos fatores que tornam o zebrafish
atraente como organismo modelo estdo: sua razdo custo-beneficio, facilidade de criacdo e
manutenc¢do, grande nimero de vias bioquimicas evolutivamente conservadas em comparagdo
aos humanos, ~70% de homologia genética em relagdo aos humanos, ativa pesquisa em sua
gendmica, entre outros. Apesar da relativa distancia filogenética em relacdo aos humanos
comparado aos roedores, cerca de 71% das proteinas humanas possui uma proteina ortologa
em zebrafish, no caso de proteinas envolvidas em doencas, essa porcentagem é ainda maior —
até 82% (Benard et al., 2012; Bird e Mabee, 2003; MacRae e Peterson, 2015).
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A popularizacdo do zebrafish também ocorreu no desenvolvimento de farmacos. No
ano 2.000 foi realizada a primeira triagem quimica em zebrafish, e desde entdo, o nimero de
triagens cresceu. Em 2015 ao menos 66 triagens foram documentadas em periodicos diversos,
desde os mais abrangentes (ex.: Nature), aos mais especializados (ex.: Zebrafish)
(Rennekamp e Peterson, 2015). A busca de novos farmacos usando zebrafish também é feita
para candidatos a anticonvulsivantes. Para isso, usa-se um farmaco indutor de convulsdes,
frequentemente o pentilenotetrazol — um modulador alostérico positivo dos receptores
GABAA (Braida et al., 2012; Duy et al., 2017; Emoto et al., 2015; Jin et al., 2018; Pineda,
Beattie e Hall, 2013; Reeta, Prabhakar e Gupta, 2016; Xie et al., 2012). Os parametros
avaliados sdo diversos: eletroencefalografia (Afrikanova et al., 2013), expressdao de c-fos
(Baraban et al., 2005), comportamento (Mussulini et al., 2013), mapeamento Optico de

atividade neuronal (Turrini et al., 2017), entre outros.

N&o apenas em triagem farmacos para o tratamento, mas no estudo da epilepsia em
geral e neurociéncia translacional o zebrafish tém ganhado espaco como meio de estudo
(Hortopan, Dinday e Baraban, 2010; Stewart et al., 2012; Wong et al., 2010). Além das
vantagens gerais ja citadas do zebrafish, alguns fatores que tornam o animal atraente
especificamente em neurociéncias é seu comportamento que ja € catalogado hoje para
pesquisas (Kalueff et al., 2013), diversos testes comportamentais desenvolvidos e softwares
para analises de comportamento (Blaser e Gerlai, 2006), técnicas de imagem cerebral e
fenbmica comportamental, sistema neuroenddcrino bem desenvolvido e diversas bases de
dados dedicadas, como o zfin.org, ensemble.org (genoma), zebrafish.org,

zebrafishbrainatlas.org (atlas cerebral completo), entre outros (Stewart et al., 2014).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais e aspectos éticos

Os peixes zebrafish (Danio rerio, tipo wild, short-fin), foram adquiridos de criadouro
autorizado (Acqua New Aquarium and Fish Ltda., ME, Itagassu — PE, Brasil) e mantidos na
Plataforma Zebrafish do Laboratdério de Pesquisa em Farmacos (Universidade Federal do
Amapa — UNIFAP). Apds aproximadamente um més em quarentena, os animais foram
mantidos em sistema especializado com agua em circulacdo constante, pH (6 - 8), temperatura
(25 — 29 C°) e dureza (140 — 145 mg/L de CaCOg) controlados. Foram utilizados animais
adultos (4-5 meses) pesando entre 0,400 e 0,800 g, alimentados quatro vezes por dia com
racao floculada (Alcon Colours), e mantidos em ciclo claro/escuro de 12/12 horas.

Considerando gque o sexo dos animais ndo afeta significantemente sua sensibilidade ao
pentilenotetrazol (Menezes e Silva, Da, 2017), a divisdo dos peixes entre os grupos foi feita
aleatoriamente (proporcdo entre machos e fémeas de ~1:1). O projeto foi aprovado pelo
Comité de Etica de Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do Amapé sob n°
013/2019 (Anexo 1).

4.2 Reagentes, doses e via de administracao

A convulsdo foi induzida por pentilenotetrazol (PTZ) (Sigma-Aldrich) aplicado
intraperitonealmente (i.p.) & 170 mg/kg (Kundap et al., 2017), e o anticonvulsivante controle
usado foi o Diazepam (DZP) (Compaz, Cristalia) aplicado oralmente (p.0.) na dose de 2
mg/kg baseado em testes piloto. O Diazepam foi escolhido por ser um anticonvulsivante
tradicional frequentemente usado como controle em ensaios de epilepsia. Tanto o PTZ quanto
0 DZP foram diluidos em solucgéo salina (0,9%).

O élcool perilico (AP) foi adquirido da empresa Almeida Prado Ltda., Brasil, com
98% de pureza em mistura racémica (Figura 5.A). O farmaco foi diluido em solucdo salina
(0,9%) com 5% de Tween-80 devido a sua lipofilicidade. As doses de AP foram 10, 50 e 100

mg/kg (p.o.), baseado em testes piloto em que ndo afetaram a sobrevivéncia dos peixes.
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4.3 Delineamento experimental e tratamentos

Tanto para o procedimento de injecdo intraperitoneal quanto para a gavagem, 0S
animais foram cuidadosamente imobilizados com uma esponja Umida. A injecdo
intraperitoneal foi feita usando uma microseringa de precisdo Hamilton® (10 L), aplicada na
linha medial do peixe entre as nadadeiras pélvicas, logo acima da abertura anal. A gavagem
foi feita usando micropipeta com volume entre 0,5 e 2 pL. A distribuicdo dos grupos (n =

10/grupo) e seus tratamentos estdo detalhados na Tabela 1 e Figura 5.B.

Tabela 1. Divisdo dos grupos e seus respectivos tratamentos.
Tratamento do animal

Grupo -
Oral Intraperitoneal
Controle Veiculo Salina + Tween 80 Salina
Controle Positivo DZP 2 mg/kg PTZ 170 mg/kg
Controle Negativo Salina + Tween 80 PTZ 170 mg/kg
AP10 AP 10 mg/kg PTZ 170 mg/kg
AP50 AP 50 mg/kg PTZ 170 mg/kg
AP100 AP 100 mg/kg PTZ 170 mg/kg
A OH B

Diazepam
Perillyl alcohol
Vehicle (Saline + Tween 80)

Pentylenetetrazole

Perillyl alcohol Saline solution

Figura 5. A: Estrutura do Alcool Perilico; B: llustracdo do Zebrafish (Danio rerio), mostrando o que seréa
administrado por cada via. Imagem elaborada pelo autor.

4.4 Procedimento do ensaio e aparato usado
No dia do teste, os animais foram primeiramente aclimatados a sala de experimento
em béquer individualmente por duas horas. Entdo, os animais receberam o seu respectivo pre-

tratamento oral (Tabela 1). Passado uma hora, 0s animais receberam o PTZ intraperitoneal
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(com excec¢do do grupo controle veiculo que recebeu apenas solucéo salina intraperitoneal) e
seus comportamentos foram filmados no tanque-teste por 10 minutos. Todos 0s experimentos
foram realizados no mesmo periodo do dia (entre 10 e 16 horas) para evitar discrepancias

causadas pelo ciclo circadiano no metabolismo dos animais.

O tanque-teste usado no procedimento foi feitos de vidro, medindo 27x20x10 cm
(comprimento x altura x largura), com 5,4 L de volume. O tanque foi coberto com material
opaco branco nas laterais e na superficie inferior para diminuir o contato visual do peixe com
0 exterior, diminuir seu reflexo, e aumentar o contraste na filmagem. A camera foi
posicionada frontalmente a ~30 cm de distancia do tanque e fixada por tripé. A fonte de luz
foi posicionada a ~40 cm de distancia da superficie posterior do tanque; uma folha de
poliuretano branca foi usada como difusor de luz na parede posterior do tanque, fazendo com
que a luz chegue ao tanque e a camera de maneira uniforme, maximizando o contraste. Este
aparato mostrou-se eficiente de forma que o software (Toxtrac v2.90) distinguiu o peixe do
fundo em todos os videos a uma taxa sempre superior a 95% dos frames (em geral entre 99 —
100%).

Uma hora apds a convulsdo os animais foram observados para verificar a mortalidade

e entdo, sacrificados por resfriamento rapido.

4.5 Parametros avaliados

A convulsao foi avaliada de acordo com parametros convulsivos e motores baseados
em Desmond et al. (2012) e Stewart, Desmond, et al. (2012), descritos no Quadro 3. As
definicbes adotadas sdo descritas no Quadro 4 adaptadas de Kalueff et al. (2013). Os
parametros convulsivos foram analisados manualmente, enquanto que 0s parametros motores
foram analisados usando um software de rastreamento animal — ToxTrac v2.90 (Rodriguez et
al., 2018). Os videos foram analisados em triplicata e de modo cego ao tratamento dos

animais.
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Quadro 3. Parametros avaliados.

Parametros convulsivos

Hiperlocomocéo Ocorréncia (%)
Ocorréncia (%)
Convulséo Duracéo (s)

Ndmero de nados em circulo/espiral (n)
Ocorréncia (%)
Duracéo (s)
Ocorréncia (%)

Perda de postura

Paralisia <
Duracao (s)
. - Total
Velocidade média (cm/s) .
Por minuto
. . e Total
Parametros motores Aceleracdo média (cm/s?) .
Por minuto
s . Total
Distancia percorrida (m) .
Por minuto

Quadro 4. Defini¢Bes adotadas.

Comportamento

Defini¢do

Congelamento

Imobilidade do animal no fundo do tanque por mais de trés segundos. Pode ocorrer antes
da convulsdo, mas também pode ser causada por outros fatores (ex.: ansiedade, medo).

Movimentos
erraticos

Mudancgas bruscas e estocésticas de dire¢do ou velocidade do animal.

Hiperlocomogéo

Aumento da atividade do animal anterior a convulsdo, caracterizado por:
- Aumento acentuado da atividade natatéria e da frequéncia opercular;

- Nados explosivos;

- Surtos de hiperatividade (movimentos errticos por mais de 3 s).

Convulsao

Caracterizado por:

- Movimentos circulares repetitivos;

- Movimentos em espiral;

- Contragdes musculares espasmadicas.

Perda de postura

Perda de equilibrio dorso-ventral do animal, acompanhada ou ndo de imobilidade, tanto no
fundo do tanque quanto na coluna d’agua.

Imobilidade

Imobilidade do animal ap6s a convulsdo por mais de trés segundos, tanto no fundo do
tanque quanto na coluna d’agua.

4.6 Estudos in silico

Primeiramente foi feita uma predicdo de atividade bioldgica baseada em semelhanca

de estrutura usando o servidor PASS — Prediction of Activity Spectra for Substances

(Filimonov et al., 2014), disponivel em http://www.way2drug.com/PASSOnline/ — com 0

intuito de obter um mecanismo de acdo do AP no sistema GABAérgico, mesmo sistema

afetado pelo farmaco controle, diazepam.
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http://www.way2drug.com/PASSOnline/

Apos a triagem inicial, foi feito um docking molecular dos receptores com maior
potencial predito, os receptores GABAa (GABAAR, PDB ID 6HUP, 3.58 A) e GABA-
Aminotransferase (GABA-AT, PDB ID 10HW, 2.3 A), usando o software GOLD 2020.1.
Este software usa um algoritmo genético para explorar toda a gama de possibilidades

conformacionais dos ligantes, com flexibilidade parcial da proteina (Jones et al., 1997).

Os resultados foram entdo validados por redocking usando raiz quadrada do erro
médio (root-mean-square deviation, RMSD) entre a posicéo cristalografica do inibidor e do
docking. Foram usadas as seguintes coordenadas para o centro da esfera: PDB ID 6HUP: x =
147.95,y = 130.96 € z = 151.71, 9 A raio; PDB ID 10HW: x = 11.08, y = -0.93 e z = 18.21,
6.2 A raio. Ligantes co-cristalizados, fons e moléculas de agua foram removidos da estrutura
cristalogréfica antes das simulacdes; &tomos de hidrogénio foram adicionados ao AP e suas
cargas atdbmicas foram calculadas usando o método RM1 para maior precisdo com o software
Hyperchem 6.02 (Froimowitz, 1993).

4.7 Andlise de dados e estatistica

Os dados foram inicialmente submetidos aos testes de Kolmogorov-Smirnov e
Bartlett’s, para analise de normalidade e homocedasticidade, respectivamente. Os parametros
convulsivos foram avaliados primeiro usando o teste de Kruskal-Wallis com teste post-hoc de
Dunn devido a ocorréncia de grupos com desvios-padrao estatisticamente diferentes, ou com
desvio padrdo = 0. No caso da ocorréncia de desvio padrdo = 0 (grupos sem convulséo:
controle veiculo e controle positivo), foi realizado nova andlise para comparar 0S grupos
testes apenas com o grupo controle negativo usando one-way ANOVA (fator: grupo) com
teste post-hoc de Tukey (apenas quando 0s grupos que sobraram foram em maioria

paramétricos).

Os parametros motores passaram no teste de normalidade e homocedasticidade, por
isso foram comparados usando one-way ANOVA (fator: grupo) com teste post-hoc de Tukey.
Para a comparacdo dos parametros motores dentro do mesmo grupo (antes vs. depois), foi

adotado o teste t de Student pareado.

Os testes post-hoc foram executados apenas no caso de diferenga estatistica. Os
resultados foram representados como Média + Erro Padrdo da Média e Mediana + Intervalo
Interquartil, pois foram usados tanto testes paramétricos como n&o-parametricos. A

significancia adotada foi: p < 0,05 = estatisticamente significativo (*); p < 0,01 = altamente
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significativo (**); p < 0,001 = extremamente significativo (***). A anélise estatistica foi feita
usando o software GraphPad Prism 8.
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5 RESULTADOS

5.1 Efeito do tratamento com Alcool Perilico sobre parametros convulsivos

O tratamento com AP ndo parece ter afetado a frequéncia parametros pré-convulsivos
como congelamento ou hiperlocomocdo (Figura 6). No entanto, houve diminuicdo da
frequéncia de convulséo por grupo de forma dose-dependente. As frequéncias foram: 100%
no controle negativo (que recebeu apenas PTZ), 90% em AP10, 70% em AP50 e 40% em

AP100. Os grupos controle positivo e controle veiculo tiveram ambos 0% de convulséo.

Seizure phenotypes (%)

1004 B

0- - - - -

Freezing Hiperlocomotion Seizure Loss of posture Immobility

B \Vehicle control O Positive control B Negativecontrol O PA10 B PA50 @ PA100

Figura 6. Frequéncia de fenétipos relacionados a convulsdo por grupo dado em porcentagem.

Além da frequéncia de convulsdo, a frequéncia da ocorréncia de perda de postura e
paralisia induzida por convulsdo foram avaliadas. A perda de postura foi diminuida de forma
dose-dependente pelo tratamento com AP, enguanto no controle negativo a frequéncia de
perda de postura foi 100%, no grupo AP10 a frequéncia foi 70%, em AP50 foi 60% e no
grupo AP100 foi 30%. Quanto a paralisia, as frequéncias foram 100% no controle negativo,
70% nos grupos AP10 e AP50, e 40% no grupo AP100 (Figura 6).

Apols avaliar a frequéncia de ocorréncia desses comportamentos por grupo, 0s

parametros foram quantificados por animal para o célculo das medias por grupo. A convulséo
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foi quantificada pelo tempo (s) e pela quantidade de nados em circulo/espiral (n); a perda de
postura e paralisia foram quantificados pelo tempo (s) (Figura 7).

Seizure duration (s) Circular/cork-screw swimming (n)
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Figura 7. Quantificacdo dos fendtipos convulsivos por grupo. Cada ponto da disperséo representa os valores de
um animal; as barras de erro representam o EPM. Os asteriscos pretos mostram as diferencas estatisticas
comparado ao grupo controle negativo (Kruskal-Wallis, post-hoc de Dunn) levando em consideracdo todos os
grupos. Os asteriscos vermelhos mostram as diferencas estatisticas comparado ao grupo controle negativo, sem
0s grupos onde ndo houve convulsdo (ANOVA, post-hoc de Tukey). Nota: 0 ANOVA foi feito apenas para a
duracdo das convulsdes, pois apenas esse parametro passou no teste de normalidade apds remover 0s grupos
controle Veiculo e Positivo. *: p < 0,05; **: p < 0,01; ***: p < 0.001.

A media £ erro padréo (seguido da mediana + intervalo interquartil entre parénteses)
dos tempos de convulsdo foram: 0 £ 0 s (0 £ 0 s) nos grupos controle veiculo e positivo; 18,9
+ 1,55 (18 = 7,5 s) no controle negativo; 9,3 £2,2s (8,5 +12,25) em AP10;95+2,6s (11 £

18,5) em AP50; e 4,7 + 2,3 s (0 £ 8,25) em AP100. A andlise estatistica apontou diferenca
35



extremamente significativa (p < 0,001; Kruskal-Wallis) entre os grupos. De forma notavel, a
média do grupo tratado com a maior dose de AP (100 mg/kg) foi estatisticamente menor (p <
0,05; teste post-hoc de Dunn) que a média do controle negativo. Usando ANOVA para
comparar os tratamentos de AP apenas com 0 grupo controle negativo (isto é, removendo 0s
grupos com desvio-padrdo igual a 0 para adotar um teste paramétrico), a diferenca estatistica é
ainda maior (F@, 36) = 7,069; P = 0,0007), com diferenca extremamente significativa entre
AP100 e controle negativo (p < 0,001), e diferenca estatisticamente significativa entre AP50 e

controle negativo, bem como entre AP10 e controle negativo (p < 0,5) (Figura 7).

Houve uma diminuicdo dose-dependente no nimero de nados em circulo/espiral nos
grupos tratados com AP, os valores foram: média = 0 £ 0 (mediana = 0 £ 0) nos grupos
controle veiculo e positivo; 5,4 = 1,1 (4 £ 2,5) no controle negativo; 3,3 £ 1,0 (3 £ 5) em
AP10; 2,6 £0,9 (1,5 £ 4,75) em AP50; e 1,2 £ 0,5 (0 £ 3,25) em AP100. A anélise estatistica
apontou diferenga extremamente significativa (p < 0,001; Kruskal-Wallis) entre os grupos. O
grupo tratado com AP a 100 mg/kg (AP100) teve significativamente menos (p < 0,05; teste
post-hoc de Dunn) nados em circulo/espiral que o controle negativo (Figura 7). O ANOVA
n&o foi realizado para esse parametro, pois, mesmo removendo 0s grupos com desvio-padrao

=0, a maioria permanece em distribui¢do ndo-normal.

Houve diminuicdo dose-dependente no tempo (S) de perda de postura e imobilidade
induzida por convulsdo também. As médias de perda de postura foram: 0 £ 0's (0 + 0 s) nos
grupos controle veiculo e positivo; 127,6 + 25,8 s (88 + 126,5 s) no controle negativo; 87 +
34,75 (56,5 + 140,3 s) em AP10; 69,9 + 25,4 s (61,5 + 114,3 s) em AP50; e 34,9+ 19,9s (0 +
70,5 s) em AP 100. As médias de tempo de imobilidade foram: 0 + 0 s (0 + 0 s) nos grupos
controle veiculo e positivo; 210 + 24,4 s (196,5 + 88,5 s) no controle negativo; 105 + 39,6 s
(67 £ 181 s) no grupo AP10; 95,8 + 29,95 (92,5 + 163 s) em AP50; e 63,2 £ 34,3 s (0 + 143,5
s) em AP100. A diferencas tanto no tempo de perda de postura quanto no tempo de
imobilidade entre o grupo AP100 e o controle negativo foram estatisticamente significativas
(p < 0,05; teste post-hoc de Dunn; Figura 7). O ANOVA néo foi realizado para esses
parametros, pois, mesmo removendo 0s grupos com desvio-padrdo = 0, metade dos grupos

restantes permaneceram com distribui¢do n&o-normal.

O tratamento ndo parece ter influenciado no tempo de laténcia para a convulsdo pois
ndo houve diferenca estatistica entre os grupos (p > 0,05; Kruskal-Wallis). A média geral foi

93 + 8,6 s (mediana = 83 £ 64,8 s); por grupo os valores médios foram (apenas em grupos

36



onde houve convulsdo): 78,7 = 14 s (66 = 72,75 s) no controle negativo; 112,2 £ 17,62 s (95 +
101 s) em AP10; 91,7 + 17,42 s (76,5 + 83,3 s) em AP50; e 88,25 + 23,55 s (83 £ 64,8 s) em
AP100. Outro parametro que néo foi afetado foi o tempo de congelamento (p > 0,05; Kruskal-
Wallis). As médias por grupo foram: 3,2 + 2,1 s (mediana = 0 £ 6,5 s) no grupo controle
veiculo; 0 £ 0 s (0 = 0 s) no controle positivo; 5,4 + 3,6 s (0 + 11,5 s) no controle negativo; 0
+0s(0=x0s)em AP10;08+0,8s(0+0s)em AP50;e1+1s(0x0s)em AP100. Esses
dois parametros nao estavam distribuidos normalmente e ndo foram avaliados com ANOVA.

N&o houve mortes até uma hora de observacao apos as convulsdes.

5.2 Efeito do tratamento com Alcool Perilico sobre parametros motores afetados por
convulséo

No geral, deslocamento, aceleragdo e velocidade se mostraram similares, como pode
ser observado em suas figuras (respectivamente, Figuras 8, 9 e 10). As medidas foram feitas
primeiramente por minuto, para avaliar a variacdo da atividade motora dos animais em funcao
do tempo apo6s a convulsdo. Depois, as médias de atividade total (durante os 10 minutos)
foram comparadas entre grupos. Por Gltimo, a atividade foi agrupada em pré e pos convulsiva

para a comparacdo entre si e entre 0s grupos.
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Figura 8. Gréficos de linhas mostrando as médias por grupo de distancia percorrida em cada minuto de
observagdo. A area hachurada representa 0 EPM; a linha pontilhada representa a média dos dez minutos. Todos
os graficos sdo mostrados na mesma escala.
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Figura 9. Gréfico de linha mostrando as médias por grupo de aceleragdo em cada minuto de observacéo. A area
hachurada representa o EPM; a linha pontilhada representa a média dos dez minutos. Todos os graficos sdo

mostrados na mesma escala.

Acceleration (cm/s?)

Acceleration (cm/s?)

Acceleration (cm/s?)

4]
o

o

50

- &) ©w - [}
(=] o (=] =] o
R FEEEE FEEEE FEEE R

[=]

N w B
o o o
1

-
o
aaaala

Positive control

26.110.6

-

Minute

PA10

-
~N

PA 100

-
N

21121

229124

39



Vehicle control Positive control

20 20+
@ 15 @ 159
£ g ]
< < 11£0.3
£ 101 9.0:0.3 £ 107
o ] S ]
S 5] S 59
0 1 1 1 1 I 1 I 1 0 I I 1 1 1 I 1 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Minute Minute
Negative control PA 10
20+ 20+
@ 15 7 15
E E
& i
210 oy
g 1 H 7.740.7
S ] "|6.4x1.1 <
> 54 >
U- 1 1 1 I 1 1 1 I 0- I 1 1 1 1 I ] 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Minute Minute
PA 50 PA 100
20 20
@ 15 @ 15
T ] -
A iCA
2 2 104
S 8.410.6 T ] 8.60.7
o ° .
> 51 > 59
c- I 1 1 I 1 I 1 I 0 I 1 I 1 I I I 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Minute Minute

Figura 10. Grafico de linha mostrando as médias por grupo de velocidade em cada minuto de observagdo. A

area hachurada representa 0 EPM; a linha pontilhada representa a média dos dez minutos. Todos os graficos sdo
mostrados na mesma escala.

O grupo controle veiculo comegou com uma menor atividade no inicio da observagéo
em relacdo a sua propria media, o que possivelmente ocorre pela exposi¢do dos animais a um
novo ambiente. A partir do segundo minuto, a atividade motora dos animais aumentou em

relacdo a sua propria média (Figuras 8, 9 e 10). Curiosamente, esse padrdo de atividade
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motora oscilante ja é conhecido na literatura, como foi observado no open-field test (Stewart,
Gaikwad, et al., 2012).

A atividade do grupo controle positivo, que recebeu um anticonvulsivante controle
(Diazepam 2 mg/kg), foi a maior de todos 0s grupos. Esse aparente paradoxo pode ser
facilmente entendido lembrando que o grupo recebeu injecdo de pentilenotetrazol (diferente
do controle veiculo), o que aumentou a atividade locomotora dos animais, €, a0 mesmo
tempo, ndo houve convulsdao no grupo (diferente dos demais grupos), fazendo com que 0s

animais permanecessem com atividade elevada até o fim do periodo de observacéo.

A atividade inicial do controle negativo foi superior a de todos 0s outros grupos
durante o primeiro minuto, e foi alta também durante o segundo devido aos episddios de
hiperlocomocéo, entdo, decresce bruscamente devido ao término da convulsdo de alguns
animais e 0s consequentes episodios de perda de postura e paralisia. Na Figura 11 é possivel
ver as médias por minuto de todos 0s grupos juntos, os erros estdo omitidos para melhor
clareza. Nesta figura é possivel notar que o controle negativo tem um padrdo de atividade em
“V” (trago verde, Figura 11), onde comega com hiperlocomocéo e desce bruscamente até o
quarto minuto em média. Os animais entdo se recuperam lentamente até o final da

observacao.
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Figura 11. Gréfico de linhas mostrando as médias dos pardmetros motores de todos os grupos juntos. Notar o
"padrdo em V" do controle negativo nos trés graficos.

Quanto aos grupos tratados com alcool perilico, ndo foi observado nenhuma tendéncia

clara entre as doses, porém, todas elas apresentaram um padrao diferente do padrdo em “V”
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do controle negativo, evidenciando uma atenuacdo do déficit motor induzido pelas

convulsodes.

Para fazer a comparacao estatistica da atividade total (durante todos os 10 minutos de
observacdo), foram calculadas a média total de distancia percorrida por grupo, a aceleracdo
média total por grupo, e a velocidade média total por grupo. Quanto ao deslocamento total, as
médias foram: 54,76 + 7,99 m (47,85 + 44,3 m) para o grupo controle veiculo; 67,46 £ 7,88 m
(68,5 = 37,58 m) para o grupo controle positivo; 38,27 = 4,68 m (33,75 + 14,05 m) para o
controle negativo; 46,31 + 7,43 m (41,8 + 38,78 m) para AP10; 51,64 £ 4 m (51,25 £ 21,1 m)
para AP50; e 53,14 + 6,2 (51 + 33,25 m) para AP100.

Para a aceleracdo média total os resultados foram: 16,91 + 2,22 cm/s? (15,5 + 10,65
cm/s?) para o grupo controle veiculo; 26,09 + 3,35 cm/s? (24,7 + 13,77 cm/s?) para 0 grupo
controle positivo; 16,41 = 1,61 cm/s? (15,5 + 7,25 cm/s?) para 0 grupo controle negativo;
21,43 £ 3,25 cm/s? (20,95 + 15,53 cm/s?) para AP10; 21,58 + 1,56 cm/s? (21,95 * 8,2 cm/s?)
para AP50; e 22,98 + 2,61 cm/s? (22,65 + 9,37 cm/s?) para AP100.

Para a velocidade média total os resultados foram: 9,07 + 1,3 cm/s (7,9 = 7,08 cm/s)
para 0 grupo controle veiculo; 11,07 £ 1,31 cm/s (11,1 = 6,12 cm/s) para 0 grupo controle
positivo; 6,7 £ 0,7 cm/s (6,1 £ 1,57 cm/s) para o grupo controle negativo; 7,55 + 1,17 cm/s
(6,7 = 6,35 cm/s) para AP10; 8,6 £ 0,58 cm/s (8,6 £ 3,15 cm/s) para AP50; e 8,72 + 1 cm/s
(8,25 £ 5,65 cm/s) para AP100.

Os resultados totais sao mostrados na Figura 12. A analise estatistica ndo apontou
diferenca estatistica (ANOVA) entre os grupos tanto para distancia (Fsss) = 2,185; P =
0,0693), quanto para a aceleracao (Fs4) = 2,112; P = 0,0780) ou velocidade (Fs54) = 1,982; P
= 0,0960). Observando a Figura 12, é possivel perceber uma tendéncia de maior aumento da
atividade dos grupos tratados com AP de forma proporcional a dose. Isso é relevante, pois
indica que a auséncia de convulsdo de alguns dos animais tratados nao foi devido a sedagéo
ou déeficit motor. Além disso, a maior atividade motora para maiores doses indica ainda, uma

tendéncia de melhora no déficit motor induzido pelas convulsoes.
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Figura 12. Quantificacdo total dos pardmetros motores. Cada ponto da dispersdo representa os valores de um
animal; as barras de erro representam o EPM. N&o houve diferenga estatistica entre os grupos (p > 0,05;
ANOVA). Notar a tendéncia de maior atividade locomotora com maiores doses de alcool perilico.

E importante lembrar que os elevados valores de atividade do controle negativo dos
dois primeiros minutos (hiperlocomoc¢éo) tendem a aumentar as suas médias, compensando o
déficit motor causado pelas convulsdes (ver Figura 11). Por isso, foi feita uma nova analise.
Nessa analise, foi computada a média das atividades de todos os animais durante os dois
primeiros minutos (onde houve maior atividade de hiperlocomocdo), e comparada com a
média dos minutos restantes. Esse agrupamento se mostrou muito Gtil, pois como
mencionado, a hiperatividade dos minutos iniciais tende a compensar a perda da atividade

locomotora p6s-convulsiva, rendendo falsos resultados negativos.

Analisando a alteracdo temporal nos grupos (antes e depois), € possivel observar que
os resultados foram semelhantes tanto para a distancia percorrida, quanto para a velocidade e
aceleracdo (Figura 13). No geral, os grupos controle veiculo e controle positivo néo
apresentaram diferenca estatistica na atividade entre os dois primeiros minutos e 0s minutos
subsequentes. Por outro lado, a diferenca no controle negativo foi extremamente significativa
para os trés parametros (p < 0,001), evidenciando a discrepancia da atividade hiperlocomotora
pré-convulsiva do déficit de atividade pos-convulsiva causada por episodios de perda de
postura e paralisia. Nos grupos tratados com AP, tambem houve diferenca significativa, mas a

discrepancia foi notavelmente menor que no controle negativo (p < 0,05; Figura 13).
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Figura 13. Comparacdes feitas agrupando os dois primeiros minutos do tempo restante. Cada ponto da disperséo
representa os valores de um animal; as barras de erro representam o EPM. Nota que a diferenca de atividade pré
e pos convulsiva dos grupos tratados com alcool perilico foi notavelmente menor que o grupo controle negativo.

5.3 Mecanismo anticonvulsivante do alcool perilico in silico

O servidor PASS foi usado para avaliar duas atividades no sistema GABAEérgico (o
mesmo sistema neurotransmissor afetado pelo diazepam e outros farmacos
anticonvulsivantes): agonismo do GABAAR e inibi¢cdo da GABA-AT. Os seguintes resultados
a seguir foram retornados pelo servidor; para agonismo do GABAAaR: Possibilidade de
atividade (Pa) = 0,200 e Possibilidade de inatividade (Pi) = 0,076; para inibicdo da GABA-
AT: Pa = 0,465 e Pi = 0,028. Como se pode observar, Pa > Pi para ambos 0os mecanismos
avaliados, entdo, um novo estudo foi feito para avalia-los (docking). No docking, o diazepam
foi usado como farmaco controle para 0 GABAAR enquanto vigabatrina foi usada para a
GABA-AT. Na Figura 14 sé&o mostradas as interagdes ligante-receptor preditas, os detalhes

das ligacGes sdo dados na Tabela 2.

O agonista controle do GABAAR — diazepam — teve nove interagdes com o receptor,
com um fitting score de 69,33, 0 AP, por sua vez, teve oito interagdes e um score de 53,8.
Quanto a GABA-AT, a molécula inibidora padrdo — vigabatrina — teve seis interacdes, com
um score de 40,97; o AP teve quatro interaces, mas seu score foi de 45,15, maior que o da

vigabatrina.
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Figura 14. Representacdes em 2D e 3D do docking ligante-proteina; os tipos de interacdes sao mostrados de
acordo com a cor. A: Diazepam-GABAAR; B: Alcool Perilico-GABAAR; C: Vigabatrina-GABA-AT; D:

Alcool Perilico-GABA-AT. C-H: ligago carbono-hidrogénio; Ha: halogénio; P-S: pi-enxofre; P-P: pi-pi; Alk:
alquil; P-A: pi-alquil; CHD: ligac&o de hidrogénio.
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Tabela 2. Detalhes das interacfes ligante-receptor preditas in silico.

A Categoria . . .
Alvo Ligante ~ Aminoécido Atomo da Tipo d~e Distancia Score
ligante : x interagdo A)
interacdo
Carbon
A:ILE228 H22 Hydrogen —\\04rogen 25
Bond
Bond
A:PRO233 Ligand Hydrophobic  Pi-Alkyl 4.02
A:MET236 Ligand Other Pi-Sulfur 4.46
B:MET261 Cl Hydrophobic Alkyl 3.56
Diazepam B:MET261 Cl Halogen  Halogen (CI) 3.32 69.33
Hydrogen Carbon
B:ASP282 H25 Hydrogen 2.89
Bond
Bond
B:LEU285 Ligand Hydrophobic  Pi-Alkyl 5.21
B:PHE289  Ligand  Hydrophobic ' 4.19
GABAAR Stacked
A B:PHE289 Cl Hydrophobic  Pi-Alkyl 4.1
A:LEU232 C10 Hydrophobic Alkyl 5.4
A:PRO233 C10 Hydrophobic Alkyl 3.71
A:PRO233 Cl1 Hydrophobic Alkyl 4.14
A:MET236 Cl1 Hydrophobic Alkyl 4.58
Hvdrogen Conventional
Perillyl B:MET261 H27 yBong Hydrogen 1.84 538
alcohol Bond '
Hydrogen Carbon
B:LEU285 H21 ydrog Hydrogen 2.53
Bond
Bond
B:PHE289 Ligand Hydrophobic  Pi-Alkyl 4.26
B:PHE289 Cl1 Hydrophobic  Pi-Alkyl 4.08
A:PHE189 C9 Hydrophobic  Pi-Alkyl 4.77
Hvdrogen Conventional
A:ARG192 02 yBong Hydrogen 1.74
Bond
Hvdrogen Conventional
A:ARG192 02 yBong Hydrogen 2.1
Vigabatrin Bonc_i 40.97
Hydrogen Conventional
A:GLU270 H20 Hydrogen 2.07
Bond
Bond
Carbon
GABA-AT AGLU270  HI2 Hydrogen 10 drogen 2.59
Bond
Bond
A:VAL300 C9 Hydrophobic Alkyl 5.09
A:CYS135 C10 Hydrophobic Alkyl 4.24
A:PHE189 Ligand Hydrophobic  Pi-Alkyl 4.57
Hydrogen Conventional
Perillyl A:ARG192 01 Hydrogen 1.97
alcohol Bond Bond 45.15
Hvdrogen Conventional
A:ARG192 01 ydrog Hydrogen 2.1
Bond
Bond

47



6 DISCUSSAO

O alcool perilico (AP) é uma molécula atualmente usada para o tratamento de gliomas
(Gomes et al., 2017). Ja foi testado por longos periodos (até quatro anos) em testes clinicos
por via intranasal (Chen, Fonseca, da e Schonthal, 2018), e sua relativa seguranca tem
chamado a atencdo dos pesquisadores, que vém descobrindo outros usos para essa molécula
no SNC, como visto anteriormente. Até o presente momento, ndo ha um estudo do efeito do

alcool perilico sobre a epilepsia.

Sabe-se que a neuroinflamag&o, o estresse oxidativo e a excitotoxicidade mediada por
glutamato possuem papel fundamental na origem das convulsdes epilépticas e a consequente
neurodegeneracdo causada pelas convulsées (Ambrogini et al., 2019). Como visto, parte das
atividades do AP no SNC foram devido a sua protecdo contra o estresse oxidativo,
neuroinflamacdo e prevencdo da neurodegeneragdo. Por isso, levantou-se a hipétese de que
esta molécula pudesse ter um efeito benéfico contra convulsdes epilépticas. Outra atividade
bioldgica reportada no AP que poderia antagonizar o mecanismo de surgimento do ataque
epiléptico seriam a inibicdo da via mTOR (Sundin, Peffley e Hentosh, 2013), pois sabe-se que
esta via estd associada a hiperexcitabilidade neuronal, de fato, o mais conhecido inibidor
dessa via — a rapamicina — ja foi reportada de ter efeitos benéficos contra as convulsdes (Chi
et al., 2017; Lasarge e Danzer, 2014; Ostendorf e Wong, 2015). Por fim, o AP ja foi reportado
de remover o excesso de calcio intracelular em algumas células (Berchtold et al., 2005; Wei et
al., 2000), e embora isso ainda ndo tenha sido demonstrado em células nervosas, é provavel
que aconteca, pois segundo Berchtold et al. (2005), o AP atua em canais de célcio do tipo L, e
estes, estdo presentes no SNC também (Ortner e Striessnig, 2016). A remocdo do excesso de
calcio intracelular nos neurdnios pelo AP poderia antagonizar a excitotoxicidade mediada
pelo glutamato, pois sabe-se que o excesso de célcio intracelular € uma consequéncia da
excitotoxicidade e esta envolvido nos seus efeitos deletérios, como a disfungdo mitocondrial,

ativacdo da via caspase e consequente apoptose neuronal (Jia et al., 2015).

Para testar a hipotese de um possivel efeito anticonvulsivante no alcool perilico foi
usado o organismo modelo zebrafish (Danio rerio). O zebrafish (Danio rerio) tem surgido

como um modelo de destaque na triagem de novos farmacos (MacRae e Peterson, 2015), no
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estudo da epilepsia (Stewart, Desmond, et al., 2012), e em neurociéncias em geral (Stewart et
al., 2014). Por ser um animal inteiro, tem vantagem em relagdo a estudos in vitro, e por ser
um vertebrado, estd mais proximo filogeneticamente dos humanos que outros organismos
modelos como Caenorhabditis elegans e Drosophila melanogaster; o fato de possuir uma
barreira hematoenceféalica também o pde em vantagem em relacdo a esses organismos,
considerando que esta barreira possui papel fundamental na epilepsia (Han et al., 2017). O
zebrafish estd mais longe filogeneticamente dos humanos comparado aos roedores Rattus
norvegicus e Mus musculus, no entanto, possui nitidas vantagens em relacdo a esses para
estudos preliminares. Por exemplo, o zebrafish possui notavel melhor custo-beneficio,
possibilitando 0 uso de um numero maior de animais e consequentemente, estatisticas mais
robustas; além disso, o rapido desenvolvimento deste animal (com 3 meses ja € considerado

adulto) permite a execucdo de testes em um menor intervalo de tempo.

E comum que sejam utilizadas larvas do animal, que sdo mais numerosas, permitindo
uma triagem em maior escala. No entanto, para o propdsito deste estudo foi optado pelo uso
de animais adultos, pois: 1 — trata-se de um estudo comportamental, e o animal adulto possui
notavel maior repertério de comportamentos em relacdo a larva; 2 — o SNC do adulto é
completamente desenvolvido, assim como a barreira hematoencefalica, diferente do das larvas
(Mussulini et al., 2013). Para a inducdo da convulsdo foi utilizado o pentilenotetrazol, um
antagonista dos receptores GABAA frequentemente usado para este propdsito (ex: Banote et
al., 2013; Baraban et al., 2005; Barbalho et al., 2016; Duy et al., 2017; Jin et al., 2018;
Menezes and Silva, Da, 2017; Pineda, Beattie and Hall, 2011). A dose do PTZ de 170 mg/kg
foi adotada de Kundap et al. (2017).

Para avaliar o efeito anticonvulsivante do alcool perilico foram adotados parametros
convulsivos e motores. Dentro dos parametros convulsivos, a primeira avaliacdo foi a
frequéncia de ocorréncia de fendtipos associados a convulsdo por grupo (%), entre eles:
congelamento, hiperlocomogéo, convulsdo propriamente dita, perda de postura e imobilidade
(Figura 6). Os resultados mostram que o tratamento com AP ndo influenciou alguns
parametros pré-convulsivos como a ocorréncia de congelamento e hiperlocomocéo, a laténcia
para a convulsdo também ndo parece ter sido afetada. Ja as frequéncias de convulsdo e de
perda de postura diminuiram de forma dose-dependente, e todas as doses diminuiram a

ocorréncia de imobilidade induzida por convuls&do, com maior efeito obtido pela maior dose.
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Apo6s verificar a frequéncia desses comportamentos por grupo, 0S parametros
epilépticos foram quantificados individualmente para o célculo da média do grupo. A
convulsdo foi quantificada a partir do tempo de convulsdo (s) e nimero de nados em
circulo/espiral (n); tanto a perda de postura quanto a imobilidade induzida por convulsao
foram quantificadas pelos seus respectivos tempos. Os resultados mostram que o tratamento
diminuiu de forma dose-dependente o nimero de nados em circulo/espiral, o tempo de perda
de postura e o tempo de imobilidade induzida por convulsdo (Figura 7); além disso, todas as
doses diminuiram o tempo de convulsdo, com maior efeito obtido pela maior dose. Digno de
nota, a diferenca do grupo tratado com a maior dose de AP (100 mg/kg) foi estatisticamente
significativa (p < 0,05) para todos esses parametros em relacdo ao grupo controle negativo,

que ndo recebeu tratamento algum (Figura 7).

Ap0s avaliar manualmente os parametros convulsivos, os parametros motores afetados
pela convulsdo foram avaliados, entre estes o deslocamento (Figura 8), a aceleragdo (Figura
9) e a velocidade (Figura 10). Esses parametros ndo podem ser quantificados manualmente,
por isso, foram obtidos usando um software especializado de rastreamento animal — Toxtrac
v2.90 (Rodriguez et al., 2018). A importancia de medir a atividade locomotora dos animais
esta principalmente em dois motivos, primeiro: 0 movimento é diretamente afetado pela
convulsdo, medi-la entdo, € um indicador confiavel e reprodutivel da gravidade da mesma;
segundo: em ensaios comportamentais, € possivel que uma atividade bioldgica seja
confundida com outra, rendendo falsos-positivo (Por exemplo, um tratamento pode ser
considerado anticonvulsivante por diminuir a convulséo, quando na verdade o animal estava

sedado).

Os resultados dos parametros motores mostram que todas as doses de AP obtiveram
um padrdo diferente do controle negativo, ndo apresentando a queda brusca observada nesse
grupo (padrdo em “V”, Figura 11). E possivel observar que ha uma tendéncia de aumento de
atividade locomotora total com o aumento da dose de AP, indicando uma relagéo causal entre
a dose e a melhora do deficit motor induzido pelas convulsdes (Figura 12). Outro indicador
positivo do tratamento foi a diminuicdo da discrepancia da atividade pré-convulsiva (com
episodios de hiperlocomocao) da pos-convulsiva (afetada por episodios de perda de postura e

paralisia) como pode ser visto na Figura 13.

Além de apontar melhora do déficit motor causado pelas convulsGes, os resultados

mostram que o tratamento ndo prejudicou a atividade locomotora, 0 que é altamente relevante,
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pois uma debilidade motora causada pelo tratamento com AP indicaria uma possivel
toxicidade ou sedagdo, comprometendo a interpretacdo da diminuicdo do comportamento

convulsivo nos animais.

Apo6s os resultados in vivo indicarem evidéncia de atividade anticonvulsivante, os
estudos in silico foram feitos para dar trazer luz sobre um possivel mecanismo de acéo
envolvido. O servidor PASS indicou possivel inibicdo da GABA-AT, entdo foi feito um
docking molecular para corroborar esses resultados. Considerando que o servidor também
previu ligeira probabilidade de agonismo do GABAAR, também foi feito o docking com este
receptor. O método computacional do docking é amplamente usado no desenvolvimento de
farmacos e é capaz de identificar interacdes e afinidade de ligacdo entre ligantes e receptores
(Du et al., 2016). No geral, o docking corroborou o efeito do AP na GABA-AT ao ligar-se em
seu sitio ativo com um score maior que a vigabatrina. O score do AP em relacdo ao GABAAR
foi maior que quando comparado ao GABA-AT, mas menor comparado ao farmaco controle,
diazepam. E importante lembrar ainda que o cofator PLP é necessario para a inibicdo da
GABA-AT,; portanto, é possivel ainda que a ligacdo do AP a GABA-AT pode ser ainda mais
forte em sua presenca. No docking molecular, é geralmente aceito entre os pesquisadores que
RMSDs < 2 A sdo considerados relevantes (Cole et al., 2005); neste estudo, foram obtidos
valores RMSDs de 0,729 e 1,843 para 0 GABAAR E GABA-AT, respectivamente.

Considerando que este é o primeiro estudo do potencial anticonvulsivante do AP, nédo
ha publicacdes na literatura para comparar, € novos estudos deverdo ser feitos para a
validacdo dessa atividade, principalmente em mamiferos. Digno de nota, apesar dos
resultados do estudo ser baseado principalmente no sistema GABAérgico — principalmente
por inibicdo da GABA-AT — ndo pode ser descartada a possibilidade de envolvimento de
outros mecanismos de acdo. Por exemplo, a atividades do AP anti-neuroinflamatoria,
antioxidante no SNC, blogueio de canais de Ca*? dependentes de voltagem, e inibicdo da via
mTOR, descritas na literatura podem estar envolvidas também (de fato, foram essas
atividades que levou o autor a hipotetizar a atividade benefica do AP contra convulsdes).
Estes mecanismos sdo diferentes daqueles dos anticonvulsivantes tradicionais que agem
principalmente no sistema GABAGérgico, como fenobarbital, benzodiazepinicos (incluindo
Diazepam), felbamato, topiramato, vigabatrina e tiagabina (Sankaraneni e Lachhwani, 2015).
Como h& mecanismos adicionais, seria uma nova abordagem para o tratamento da epilepsia
refrataria. Além disso, como o AP pode antagonizar diversos fatores envolvidos na

epileptogénese, é plausivel hipotetizar que a molécula poderia ser usada ndo apenas no
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tratamento sintomatico prevenindo as convulsdes, mas também para a prevengdo do proprio
surgimento da doenca (epileptogénese); porém, isso ainda é suposicdo e nao é sugerido

necessariamente pelos resultados.

Um outro fato relevante que torna o uso do AP atrativo é a relativa seguranga do uso
do A&lcool perilico descrita na literatura (principalmente quando administrado
intranasalmente), pois sabe-se que os anticonvulsivantes tradicionais geralmente podem
causar diversos efeitos adversos como sonoléncia ou insbnia, letargia, cansaco, fadiga,
tontura, ataxia, diplopia, tremores, déficit cognitivo, irritabilidade, depressdo, efeitos
sistémicos, entre outros (Sankaraneni e Lachhwani, 2015).

Os resultados do estudo foram publicados na revista oficial da Sociedade Alema de
Farmacologia e Toxicologia Clinica e Experimental — Naunyn-Schmiedeberg’s Archives of
Pharmacology — editora Springer (Matias Pereira et al., 2021). Anexo 2.
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7 CONCLUSAO

Neste estudo foi avaliado a atividade anticonvulsivante do alcool perilico em
zebrafish. Os resultados mostram que o tratamento teve efeitos positivos tanto em parametros
convulsivos quanto nos parametros motores afetados pelas convulsfes. Foram testadas doses
de 10, 50 e 100 mg/kg, e os melhores resultados foram obtidos pela maior dose, que foi
estatisticamente diferente do controle negativo (sem tratamento) em todos os parametros

convulsivos.

A melhora foi dose-dependente para vérios fatores como frequéncia de convulsao (%),
frequéncia de perda de postura (%), nimero de nados em circulo/espiral (n), tempo de perda
de postura (s), tempo de imobilidade. Outros parametros melhoraram de forma ndo dose-
dependente como frequéncia de imobilidade (%) e o tempo de convulsdo (s), com melhores
resultados obtidos pela maior dose. Nos parametros motores, o tratamento parece ter atenuado
0 déficit motor causado pelas convulsdes. O estudo in silico indicou um possivel
envolvimento do sistema GABAérgico na atividade anticonvulsivante do alcool perilico,
principalmente por inibicdo da GABA-AT; porém, outros mecanismos ja relatados na

literatura podem estar envolvidos.
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Abstract

This research aimed to assess the effect of perilly] alcohol (PA) on convulsive behavior in vivo using adult zebrafish (Danio rerio,
both sexes). The seizures were induced with pentylenetetrazole (PTZ) intraperitoneally at 170 mg/kg, and diazepam (DZP) was
used as the control anticonvulsant (2 mg/kg, oral); PA was tested at 10, 50, and 100 mg/kg orally, The groups had ten animals per
group (total # = 60). observed for 10 minutes after seizure induction. We manually appraised typical setzure phenotypes for
quantification and used an animal tracking software (Toxtrac) to assess the motor parameters. Next, we sought to find a
mechanism of action for PA anticonvulsant activity in silico using a structure-based activity prediction server and molecular
docking. The results show that PTZ induced seizure-like behavior in all untreated animals with hyperlocomotion episodes,
seizure itself, posture loss, and immobility, DZP inhibited the seizures in all animals of the positive control group, PA, in turn,
inhibited the oceurrence of seizures in a dose-dependent manner, with frequencies of 90%, 709, and 409 (for 10, 50, and 100
mg'kg, respectively). The PA treatments also decreased several seizure endpeints in a dose-dependent manner. Also, the
difference of the group treated with highest dose of PA was statistically significant compared with the negative control group
for all the endpoints assessed (p < 0.05, Kruskal-Wallis). The in silico analyses suggested that PA can affect the GABAergic
systemn, which might be involved in its anticonvalsant activity, but other mechanisms cannot be ruled out, Overall, our resulis
suggest an anticonvulsant potential in perillyl aleohol.
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