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APRESENTACAO

Esta tese é constituida por:
I. Introducéo, com o0 embasamento tedrico necessario para compreensao da proposta
de trabalho e objetivos.
Il. Objetivos, contendo todas as metas a serem desenvolvidas ao longo dos
capitulos.
I11. Coleé&nea de artigos, constituida pelos capitulos 1, 2 e 3:
Capitulo 1: artigo publicado no periddico Life Sciences;
Capitulo 2: artigo publicado no periédico Naunyn-Schmiedeberg's Archives
of Pharmacology;
Capitulo 3: artigo submetido ao periddico Glia.
IV. Discussao, contendo uma interpretacdo dos resultados obtidos relativos aos trés
capitulos acima, englobando-os em um contexto geral.
V. Conclusoes.
VI. Perspectivas.

VII. Referéncias.
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RESUMO

Compostos antioxidantes e anti-inflamatérios vém sendo apontados como uma
alternativa para auxiliar no tratamento da epilepsia. Acido rosmarinico (AR) e seu
metabolito acido caféico (AC) tém acdo antioxidante e anti-inflamatodria relatada em
varios estudos. Além disso, AR tem ac¢do inibitdria sobre GABA transaminase (GABA-
T), enzima que metaboliza um dos principais neurotransmissores envolvidos na
epilepsia: 0 GABA. Nesta tese, investigamos o efeito do AR e AC em modelos de
convulsdo e sua acdo neuroprotetora sobre o estresse oxidativo, neuroinflamacdo e
genotoxicidade relacionados a epilepsia. Para isso, utilizou-se primeiramente 0 modelo
de kindling induzido por pentilenotetrazol (PTZ) para avaliar o efeito dos compostos na
epileptogénese. Os compostos ndo produziram efeito antiepileptogénico in vivo neste
modelo, no entanto, algumas doses de AR e AC mostraram um efeito neuroprotetor
contra o estresse oxidativo e contra 0 dano ao DNA induzidos pelo kindling no cortex
dos camundongos, demostrando um efeito benéfico contra alteracBes fisioldgicas
associadas a epileptogénese. Baseados no fato do AR ser um inibidor da GABA-T,
avaliamos o efeito dos compostos na potencializacdo da acdo do agonista GABAEérgico
diazepam (DZP) sobre as convuls6es agudas induzidas por PTZ e pilocarpina (PIL) e no
teste do sono induzido por DZP. O efeito de AR e AC na prevenc¢do do dano genotoxico
produzido pelos modelos também foi investigado. AR e AC mostraram potencializar a
ativacdo GABAGérgica, o que foi evidenciado pelo aumento da laténcia para a convulsdo
aguda induzida por PTZ, promovido por AR (4 mg/kg), e pela reducéo para o inicio do
sono induzido por DZP, promovido por AR (4 mg/kg) e AC (8 mg/kg). Além disso, AR
e AC (4 mg/kg) reduziram o dano genotdxico causado por PIL. Complementarmente,
verificamos (in vitro) que o pré-tratamento com AR foi capaz modular a ativagdo
microglial, produzindo um padrdo de ativacao anti-inflamatorio, reduzindo a formacao
de espécies reativas e a expressdo de citocinas pré-inflamatorias, e 0 dano genotoxico
induzido pela inflamacéo. Estas respostas foram relacionadas a possivel inibicdo da via
apoptotica por AR. Em suma, os trabalhos aqui apresentados evidenciaram um efeito
neuroprotetor de AR e AC por reduzir o estresse oxidativo, a ativagdo de vias

inflamatdrias e o dano genotdxico, envolvidos na progressao do processo epiléptico.



ABSTRACT

Antioxidants and anti-inflammatory compounds have been identified as an
alternative to improve the treatment of epilepsy. The rosmarinic acid (RA) and its
metabolite caffeic acid (CA) have their antioxidant and anti-inflammatory effects
reported in several studies. Moreover, AR has inhibitory action on GABA transaminase
(GABA-T), the enzyme that metabolizes an important neurotransmitter involved in
epilepsy: GABA. In this thesis, we investigated the effect of RA and CA in seizure
models and its neuroprotective action on oxidative stress, neuroinflammation and
genotoxicity related to epilepsy. For this, first we used the kindling model induced by
pentylenetetrazole (PTZ-induced kindling) for evaluating the effect of compounds on
epileptogenesis. The compounds had no effect antiepileptogenic in vivo in this model,
however, some doses of RA and CA showed a neuroprotective effect against oxidative
stress and DNA damage induced by kindling in the cortex of the mice, demonstrating a
beneficial effect against physiological changes related to epileptogenesis. Based on the
fact of RA being an inhibitor of GABA-T, we evaluated the effect of compounds over
potentiation of action of GABAergic agonist diazepam (DZP) on acute seizures induced
by PTZ and pilocarpine (PIL) and in DZP-induced sleep test. The preventive effect of
genotoxic damage induced by acute seizure models also was investigated. RA and CA
showed potentiate GABAergic activation, which was evidenced by increase in latency
to acute seizures PTZ-induced promoted by RA (4 mg/kg), and the reduction in latency
to sleep in DZP-induced sleep test promoted by RA (4 mg/kg) and AC (8 mg/kg). In
addition, RA and CA (4 mg/kg) reduced the genotoxic damage caused by PIL.
Moreover, we found (in vitro) that the pre-treatment with RA was able to modulate
microglial activation, producing a pattern of anti-inflammatory activation, reducing the
formation of reactive species and the expression of proinflammatory cytokines,
consequently reducing genotoxic damage induced by inflammation. These responses
were related to the possible inhibition of apoptotic pathway by RA. In short, the works
presented here showed a neuroprotective effect of RA and CA because of redution of
oxidative stress, inflammatory pathways and genotoxic damage, involved in the

progression of the epileptic process.
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1. Introducao



1.1 Epilepsia
1.1.1 - Generalidades
A epilepsia, conceitualmente, € o termo utilizado para denominar um distdrbio
neuroldgico caracterizado por uma predisposicdo persistente do encéfalo em gerar
crises convulsivas espontaneas e recorrentes, e pelas consequéncias neurobioldgicas,
cognitivas, psicoldgicas e sociais desta condi¢do. A crise convulsiva, por sua vez, é a
ocorréncia transitéria de sinais ou sintomas decorrentes da atividade neuronal
anormal, excessiva ou sincronica, no encéfalo (Fisher et al., 2005). A ocorréncia de
uma crise convulsiva ndo significa que o individuo tenha epilepsia (até 10% da
populacdo em geral pode apresentar uma convulsdo durante a vida) (OMS, 2016).
Uma crise convulsiva ap6s uma concussao, ou decorrente de uma febre alta, ou pelo
uso ou abstinéncia de drogas, sdo exemplos de convulsdes provocadas, que ndo levam

a um diagndstico de epilepsia (Fisher et al., 2014).

Segundo a Liga Internacional contra a Epilepsia (ILAE), uma das condi¢6es
abaixo deve ser atendida para a definicdo pratica da doenca: 1) a ocorréncia de pelo
menos duas convulsdes ndo provocadas (ou reflexas) em um intervalo maior que 24
horas; 2) uma crise ndo provocada (ou reflexa) e uma probabilidade de futuras
convulsdes semelhante ao risco geral de recorréncia (pelo menos 60%), ap6s duas
crises ndo provocadas, ocorrendo ao longo dos préximos 10 anos; (3) diagnéstico de

uma sindrome epiléptica (Fisher et al., 2014).

Uma situacdo convulsiva especifica é o chamado status epilepticus (SE). Esta
condicd@o constitui-se da ocorréncia de uma crise convulsiva prolongada (5 minutos
ou mais de atividade convulsiva clinica ou eletroencefalografica), ou da repetida

atividade convulsiva sem recuperacao entre as crises (ndo retornando a linha de base).



O SE é considerado uma emergéncia médica e esta associado com uma alta
morbidade, mortalidade e risco significativo de déficit cognitivo (Brophy et al.,

2012).

J& o conceito de epileptogénese diz respeito ao desenvolvimento do estado de
epilepsia. Refere-se a uma sequéncia de eventos que converte um cérebro normal em
um cérebro propenso a desenvolver convulsées. Supde-se que grupos de neurbnios se
tornam-se hiperexcitaveis, ficando mais suscetiveis a dispararem potenciais de agdo

(Scharfman, 2007).

As crises convulsivas sdo o resultado de descargas elétricas excessivas e
sincrénicas em um grupo de neurdnios que podem estar localizados em diferentes
partes do encéfalo. As manifestacbes comportamentais decorrentes das crises sdo
determinadas de acordo com a area cerebral em que ocorrem os disparos neuronais
anormais. Por exemplo, a hiperexcitabilidade em certas regides do cértex visual
podem causar alucinagfes visuais nos pacientes (Mcnamara, 1999). Iniciando-se de
forma subita, a manifestacdo da crise pode variar desde anormalidades sensitivas e
motoras a alteracfes autonémicas e do estado de consciéncia (Fisher et al., 2005). Os
ataques também podem variar quanto a frequéncia. Pode ocorrer uma média de menos

de uma crise ao ano, como podem occorer Vvarias crises ao dia (OMS, 2016).

Deste modo, a epilepsia ndo é uma condicdo Unica, compreende uma familia diversa
de desordens, incluindo mais de 15 tipos diferentes de crises epilépticas e mais de 30
sindromes epilépticas (Fisher et al., 2014; Loscher et al., 2013). A epilepsia, ou as
epilepsias, como preferem alguns autores, podem ser classificadas conforme o tipo de
crise apresentada pelo paciente. Primeiramente, a classificagdo das crises epilépticas

se baseia na sua descricdo clinica e nos achados eletroencefalograficos, sendo assim



divididas em crises focais (ou parciais) e crises generalizadas. As crises focais séo
definidas como crises convulsivas que se originam em redes neurais limitadas a um
unico hemisfério cerebral, podendo atingir tanto uma regido discretamente localizada,
com uma regido mais amplamente distribuida. As crises generalizadas séo originadas
em algum ponto do encéfalo e rapidamente ativam redes neuronais bilateralmente
(nos 2 hemisférios), mas ndo necessariamente todo o cortex cerebral (Berg et al.,
2010). A tabela 1 apresenta a classificacdo das crises epilépticas reconhecidas pela

ILAE (Berg et al., 2010).

Tabela 1 — Classificacdo das crises epilépticas (adaptado de Berg et al., 2010, baseado

em Yacubian 2002).

CLASSIFICAGAO DAS CRISES EPILEPTICAS?

Crises Generalizadas
Tonico-clonicas (contracio tonica simétrica e bilateral seguida de contragio clénica)
Auséncia (breves episddios de comprometimento de consciéncia)
Tipica
Atipica
Auséncia com caracteristicas especiais
Mioclénica (contracées musculares muito breves, semelhantes a choques)
Mioclénica atonica
Mioclénica ténica
Clonica (contracdo muscular seguida de relaxamento, originando abalos musculares sucessivos)
Tonica (contracao muscular mantida com duracdo de poucos segundos a minutos)
Atonica (perda ou diminui¢do do tdnus muscular)

Crises focais ou parciais
Parciais simples (preservagdo da consciéncia)
Parciais complexas (comprometimento da consciéncia)

Desconhecida ®
Espasmos epiléticos (contracdo tonica rapida da musculatura do pescoco, tronco e membros podendo
assumir carater em flexao ou em extens3do)

aCrise que ndo pode ser claramente diagnosticada dentro de uma dessas categorias deve ser considerada
“ndo classificada”, até que maiores informacgdes permitam seu diagndstico. Entretanto, isso ndo é uma
categoria de classificacdo.

b Ainda ndo ha um consenso sobre a natureza generalizada ou focal dos espasmos epilépticos.
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De acordo com a origem, a epilepsia também pode ser classificada como
genética, estrutural/metabdlica ou idiopatica. Diz-se que a epilepsia é genética quando
é causada por mutagdes em canais ibnicos (delecBes e duplicacbes em genes que
codificam canais i06nicos) ou outros tipos de mutagdes, como na codificagdo de genes
que expressdo proteinas transportadoras de neurotransmissores importantes na
epilepsia (por exemplo 0 GABA) (Myers e Mefford, 2015) . E chamada estrutural ou
metabdlica quando h& outra doenga pré-existente ou distirbio associado ao risco de
desenvolvimento de epilepsia. E por fim, a epilepsia idiopatica € de origem indefinida
por ndo apresentar nenhuma anormalidade conhecida na estrutura ou fungéo cerebral

(Berg e Scheffer, 2011; Mcnamara,1999).

Aproximadamente 50 milhdes de pessoas em todo o mundo sofrem de algum
tipo de epilepsia, sendo esta uma das doencas neuroldgicas cronicas mais frequentes
na populacdo em geral. Cerca de 80% dos individuos acometidos encontram-se nos
paises em desenvolvimento (OMS, 2016). A epilepsia afeta pessoas de todas as
idades, racas, sexos e condi¢cBes sécio-econdmicas. O paciente epiléptico pode
apresentar consequéncias profundas, incluindo morte subita, ferimentos, problemas
psicologicos e transtornos mentais associados (como depressdo e ansiedade).
Também se associam a epilepsia problemas sociais e econémicos diretos e indiretos,
como gastos relacionados a internacdo hospitalar, medicamentos, além da reducdo na
capacidade de trabalho, o que faz desta patologia um problema de salde publica

(Neto e Marchetti, 2005).
1.1.2 — Fisiopatologia

Os mecanismos que desencadeiam as crises epilépticas sdo complexos e

diversos. No entanto, um principio comum amplamente discutido € que as crises
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epilépticas sdo oriundas de uma ruptura nos mecanismos responsaveis pelo equilibrio
entre a excitacdo e a inibicdo neuronal. Nas crises, hd um aumento exacerbado da
excitabilidade neuronal. Normalmente, existem controles que inibem uma descarga
excessiva de potenciais de acdo e existem mecanismos que facilitam o disparo
neuronal para que o sistema nervoso funcione de forma adequada. O prejuizo nestes
mecanismos de controle (favorecendo um aumento da excitabilidade de forma

anormal) pode levar as convulsdes (Briggs e Galanopoulou, 2011; Scharfman, 2007).

Nesse contexto, as principais hipdteses propostas para explicar 0s mecanismos
fisiopatoldgicos da epilepsia incluem alteracGes na permeabilidade de canais idnicos,
a diminuicdo da neurotransmissdo GABAérgica e 0 aumento da neurotransmissao

glutamatérgica ( Loscher et al., 2013).

A base ibnica do potencial de acdo € um aspecto fundamental da
neurobiologia envolvida no desencadeamento de convulsdes. O disparo adequado das
descargas de potenciais de acdo para manutencdo da homeostasia depende dos
gradientes quimicos e ibnicos através da membrana da célula, e para isso é necessario
que haja, entre outros fatores, o normal funcionamento de canais idnicos, por
exemplo, canais de sédio (Na*), potassio (K*) e calcio (Ca**). Anormalidades na
condutancia destes canais podem ocasionar um aumento da excitabilidade neuronal,
despolarizando mais facilmente o neurénio (gerando potenciais de agdo) ou ainda
aumentando a despolarizagdo nos terminais (facilitando a liberacdo de

neurotransmissores) (Scharfman, 2007).

Em relacdo aos sistemas de neurotransmissdo, postula-se que ocorre
principalmente um desequilibrio entre a atividade de neurotransmissores excitatorios

como o glutamato (GLU), ou da inibicdo da atividade de neurotransmissores
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inibitérios como o acido gama-aminobutirico (GABA), no sentido de aumentar a
excitabilidade, o que estaria implicado no desencadeamento das crises (Bagdy et al,

2007; Yin et al., 2013).

O GLU é o neurotransmissor excitatério predominante no encéfalo de
mamiferos adultos e é fundamental para a execu¢do normal dos humerosos processos
no sistem nervoso central (SNC). O GLU desencadeia sua funcéo excitatdria através
da ativacdo de seus receptores ionotrépicos (NMDA, AMPA e cainato) e

metabotrépicos (MGLURS) (Fig. 1).

Receptores do Glutamato

iGLUR mGLUR
NMDA AMPA cainato
Na+ MNa+ Na+ GLuU
Ca+ (Ca=+) (Ca?t)
Extracelular
i | 6LU &lu| 6V eyl 6u e
'_7'.
Introcelular
Subunidades: Subunidades: Subunidades: Grupo I1:
NR1 GLUR 1 KA-1 (6LUx1) mGLUR 1, 5
NR2A-D GLUR 2 KA-2 (6LUx2) Grupe 11:
NR3A-B GLUR 3 GLURS (6LUKs) mGLUR 2. 3
GLUR 4 GLURS (6LUks) ‘

GLURT (6LUKT) Grupo III:
mGLUR 4,6,7.8

Fig. 1. Receptores Glutamatérgicos (Carobrez, 2003; com autorizacgao).

Na sinapse glutamatérgica, a liberacdo de GLU das vesiculas do terminal pré-
sinaptico ocorre na dependéncia de Ca** e é acionada em resposta & despolarizacdo
neuronal. O GLU liberado ativa inicialmente os receptores AMPA e cainato,
promovendo répida despolarizacio da célula através do influxo de fons Na* e Ca*".
Esta despolarizacdo ativa os receptores NMDA permitindo assim maior influxo de
Ca’* e Na' ao citoplasma através deste receptor, originando potenciais excitatorios

pos-sindpticos e consequentemente gerando potenciais de acdo (Carobrez, 2003).
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A ativacdo dos mGLURs pelo GLU se da em uma velocidade muito mais
lenta, através da acdo de proteinas G. Os mGLURs atuam na regulacdo da
excitabilidade, modulando a fungdo e a expressdo dos receptores ionotrdpicos de
GLU. Ha vérios subtipos de mGLURs ja identificados, podendo ocorrer tanto pré
como pos-sinapticamente e ainda nos astrocitos (Barker-Haliski e White, 2015;

Carobrez, 2003).

Por outro lado, o GABA (acido gama-aminobutirico) é conhecido como o
mais importante e mais abundante neurotransmissor inibitorio no enceéfalo dos
mamiferos. Estima-se que 0 GABA esta presente em 20-50% de todas as sinapses do
SNC. Este neurotransmissor € sintetizado nos terminais axonais a partir do glutamato
através de uma reacéo catalizada pela descarboxilase do &cido glutamico (GAD). E
armazenado em vesiculas por um transportador vesicular (VGAT) e é liberado na
fenda sinaptica por exocitose dependente de Ca®* (Kowalczyc e Kulig, 2014).
Promove sua acdo a partir de seus receptores especificos que podem ser do tipo
GABAA ou GABAg. Alguns autores consideram a existéncia de mais um tipo de
receptor denominado GABA (Johnston, 2013); no entanto a International Union of
Phrmacology (IUPHAR) recomenda que esta denominagdo seja evitada por
considerarar os receptores GABAc como subtipos de receptores GABAA (Olsen e

Sieghart, 2009).

Os receptores GABAA e GABA( sdo canais ionicos de cloreto (CI") operados
por ligante. A ligacdo do GABA a estes receptores promove hiperpolariza¢do no
neurdnio pos-sinaptico (devido a entrada de CI) inibindo assim a geracdo de
potenciais de acdo (Kowalczyc e Kulig, 2014). Os receptores GABAA (Fig. 2) sdo os

mais estudados e constituem o alvo farmacologico mais explorado relacionado a
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neurotransmissdo GABAérgica. E constituido de 5 subunidades que unidas formam
um poro central (canal de CI"). Apresentam um sitio de ligacdo para 0 GABA e vérios
sitios acessorios aos quais se ligam moléculas capazes de modular a abertura do canal
e a afinidade de ligagdo ao GABA em seu sitio especifico. Benzodiazepinicos,
barbitdricos, neuroesteroides, anestésicos gerais, picrotoxina, pentilenotetrazol,
bicuculina sdo exemplos de ligantes dos receptores GABAAa (Greenfield , 2013). Os
receptores GABA séo altamente expressos na retina e em areas anatdmicas distintas
no SNC. Alguns agonistas GABAA parecem atuar também em GABAc, no entanto
alguns ligantes de GABAA como a bicuculina, por exemplo, ndo sdo capazes de se

ligar 8 GABAC (Kowalczyc e Kulig, 2014; Owens e Kriegstein, 2002).

Neuroesterdides
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Fig. 2. Figura representativa do receptor GABA, (adaptado de Meyer e Quenzer, 2013; com base

em Huang et al., 2001).

Os receptores GABAg séo receptores metabotropicos (acoplados a proteinas
G) e exercem uma acdo mais lenta e modulatoria (podendo aumentar ou reduzir a

excitabilidade neuronal). Estdo localizados na pre-sindpse como autoreceptores
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(inibindo a liberacdo de GABA) ou heteroreceptores (inibindo a liberagdo de GLU,
dopamina, adrenalina ou serotonina) e também no neurdnio po6s-sinaptico. Suas a¢des
estdo relacionadas a abertura de canais de K, aumentando o efluxo deste fon e a
inibicdo e downregulation de canais de Ca** (Pinard et al., 2010; Kowalczyc e Kulig,

2014).

Apos ativar os receptores, o GABA extracelular é removido, por seus
transportadores especificos (GATS), aos astrdcitos e ao terminal pré-sinaptico; onde
entdo é metabolizado pela enzima GABA-transaminase em semialdeido succinico

(Kowalczyc e Kulig, 2014).

Pré-sinapse Glia

Glutamato

Metabolismo

//ZABAT

/

GABAg

Pés-sinapse

carﬁTde K+

Fig. 3. Modelo esquematico da sinapse GABAérgica (adaptado de Owens e Kriegstein, 2002; com

base em Pinard et al., 2010).

Mecanismos moleculares glutamatérgicos e GABAérgicos estdo envolvidos
na iniciacdo e na progressdo da epilepsia de forma a contribuir para
hiperexcitabilidade (Barker-Haliski e White, 2015; Scharfman, 2007). Em relacdo a
neurotransmissao glutamatérgica estes mecanismos incluem, a upregulation e a
alteracéo funcional dos receptores, a elevagdo da concentracdo extracelular de GLU e

alteracbes conformacionais e na expressao de transportadores glutamatérgicos. O
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sistema GABAérgico tem um papel importante por contra-balancear a excitabilidade
anormal, suprimindo as descargas epileptiformes. Os mecanismos GABAEérgicos que
tém sido propostos na fisiopatologia da epilepsia incluem o comprometimento da
liberagdo pre-sinptica de GABA, alteracBes nos receptores, deficiéncia na sintese de

GABA e perda neuronal (Barker-Haliski e White, 2015; Hui Yin et al., 2013).

O modelo da excitagdo/inibicdo tem uma grande utilidade na compreensao
geral e abrangente do que ocorre na epilepsia, no entanto este modelo é de certo
modo simplista. E necessario considerar que tanto ha mecanismos adjacentes ao
aumento descontrolado da excitabilidade neuronal, como hé& consequéncias que irdo
criar uma condicdo propicia ao desenvolvimento de futuras crises. Ja esta
estabelecido, por exemplo, que o aumento da producdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) e a ativacdo de processos inflamatérios podem contribuir tanto para
0 desencadeamento das crises epilépticas como podem ocorrer em consequéncia das
mesmas (Kaneko et al, 2002; Shin et al, 2004). Do mesmo modo, crescentes
evidéncias sugerem que a morte neuronal também pode ser apresentada tanto como

consequéncia da crise epiléptica quanto como causa (Martinc et al., 2012).

1.1.2.1 — Estresse oxidativo

O estresse oxidativo é definido como um desequilibrio entre a producdo de
especies reativas e a defesa antioxidante do organismo. As espécies reativas incluem os
radicais livres (moléculas que contém um ou mais elétrons ndo pareados nos orbitais
externos) e espécies reativas nao radicalares (Cardenas-Rodriguez et al., 2013b). Entre
as espécies reativas mais importantes destacam-se as EROs e as especies reativas de

nitrogénio (ERNs) (llhan et al, 2005). As principais EROs sdo o radical
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superoxido (Oy), o peroxido de hidrogénio (H,O;) e o radical hidroxila (OH"); e as
principais ERNs sdo o 6xido nitrico (NO’), o peroxinitrito (ONOO"), o radical nitrosila
(ON") e o didxido de nitrogénio (NO,) (Aprioku, 2013; Méndez-Armenta et al., 2014).
EROs séo geradas durante o metabolismo celular normal, e s&o produzidas
principalmente pela mitocondria, pelo sistema de citocromos P450, pelos peroxissomos
e através da ativacdo de processos inflamatdrios (Cardenas-Rodriguez et al., 2013b).
Em niveis fisioldgicos sdo detoxificados pelas defesas antioxidantes enzimaticas como a
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa-peroxidase (GPx) e glutationa
redutase (GR) e ndo enziméticas como a vitamina A, vitamina C, vitamina E, B-
caroteno e glutationa reduzida (GSH). No entanto, quando em excesso, as EROs geram
estresse oxidativo. A elevada producdo de radicais livres ou a diminuicdo das defesas
antioxidantes ou ambos 0s processos simultaneamente podem levar ao estresse
oxidativo causando danos celulares. Além disso, o excesso de EROs reage com o 6xido
nitrico gerando ERNs (Martinc et al., 2014; Shin et al., 2011).
O tecido encefélico é altamente suscetivel aos danos causados por radicais
livres devido ao alto metabolismo oxidativo, ao elevado contetdo de acidos graxos
facilmente oxidaveis e aos baixos niveis de enzimas detoxificadoras de radicais livres

e moléculas antioxidantes (Cardenas-Rodriguez et al., 2013b; Zhen et al., 2014).

O estresse oxidativo esta fortemente relacionado a epilepsia por varios motivos
(Fig. 4). A modificacdo dos gradientes i6nicos (facilitando a despolarizacdo) que ocorre
no cerebro de um paciente epiléptico causa uma hiperativacdo dos receptores
glutamatérgicos NMDA, promovendo um aumento do influxo de Ca®* na célula.
Alteracdes na funcdo de canais de Ca’* também contribuem para o aumento do

conteudo deste fon no meio intracelular.

18



Uma disfungdo no metabolismo mitocondrial tambeém parece estar relacionada
as crises epilépticas (Shin et al., 2011). A disfuncdo mitocondrial é outro ponto que
promove o aumento do conteido de Ca?* intracelular, uma vez que a mitocondria atua
como sequestradora de fons Ca”* a fim de manter a homeostasia. O elevacio excessiva
do contetido de Ca?* intracelular contribui para o aumento exacerbado da excitabilidade
neuronal (excitotoxicidade) e para o estresse oxidativo, uma vez que o Ca®* pode ativar
uma serie de enzimas (incluindo proteina cinase C, proteases, fosfatases, fosfolipases e
xantina oxidase) produzindo EROs e ERNs. Além disso, o Ca®* pode ativar a oxido
nitrico sintase (NOS) e gerar 6xido nitrico e peroxinitrito, aumentando a producdo de
EROs e ERNs (Cérdenas-Rodriguez et al., 2013a; Martinc et al., 2014; Méndez-
Armenta et al., 2014; Shin et al, 2011). As membranas bioldgicas, constituidas de
fosfolipideos e lipoproteinas, também sdo alvos especificamente vulneraveis a agdo das
EROS e ERNSs, sofrendo peroxidacao lipidica (ou lipoperoxid¢do), a qual ¢é
particularmente destrutiva para a estrutura e funcdo das membranas bioldgicas (Martinc
etal., 2014).

As EROs e 0 aumento de Ca?* podem também ocasionar a abertura do poro de
transicdo de permeabilidade mitocondrial, o que acarreta uma perda do potencial de
membrana da mitocondria, resultando em morte celular por necrose devido a deplegédo
de ATP ou morte por apoptose. O aumento de Ca?* e da permeabilidade de membrana
mitocondrial pode causar extravasamento de citocromo C da mitocondria para o
citoplasma, ativando a via das caspases (incluindo caspase 3). Ocorre a ativacdo de
CAD (DNAse ativada por caspase) que promove fragmentagdo do 4cido
desoxirribonucléico (DNA) e morte celular (Méndez-Armenta et al.,, 2014). Na

epilepsia ocorre um importante dano neuronal em diversas areas encefélicas. A ativagéo
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do processo apoptotico através da via das caspases parece fazer parte deste processo
(Chuang et al., 2009; Shin et al., 2011).

Desse modo, 0 aumento exacerbado de radicais livres, somado a diminuicdo na
atividade de enzimas antioxidantes que ocorre durante os processos convulsivos tém
sido implicado ao processo de epileptogénese (aumentando as chances de ocorréncia de
novos ataques epilépticos) (Bellissimo et al., 2001; Cardenas-Rodriguez et al., 2013a;
Martinc et al., 2014). Estudos em modelos experimentais e em humanos também
sugerem a participacdo do estresse oxidativo na refratariedade ao tratamento
farmacoldgico da epilepsia. No entanto, 0os mecanismos correlacionando o estresse
oxidativo a resisténcia farmacoldgica carecem de uma investigacdo mais aprofundada

(Cérdenas-Rodriguez et al., 2013b).
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Fig. 4. Mecanismos oxidativos envolvidos na epilepsia (adaptado de Méndez-Armenta et al., 2014)
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Além do envolvimento do estresse oxidativo na fisiopatologia da epilepsia, o
processo inflamatério no SNC também tem sido associado tanto a génese quanto a
perpetuacédo das crises convulsivas (Vezzani et al., 2011). Estudos demonstram que a
ativacdo de mediadores inflamatorios ocorre tanto nas crises agudas como na

epileptogénese (Fabene et al., 2010; Kleen e Holmes, 2008; Vezzani et al., 2011).

1.1.2.2 — Neuroinflamagao

A inflamacdo é uma resposta imunolégica ao dano celular induzido por
estimulo nocivo (agentes quimicos, fisicos ou bioldgicos). E um processo adaptativo
importante para o reparo e manutencdo tecidual (Lugrin et al., 2014). Durante a fase
aguda da inflamacédo proteinas do plasma e leucécitos extravasam rapidamente dos
vasos sanguineos para os sitios de lesdo iniciando uma série de eventos bioquimicos e
celulares, que envolve o sistema imunoldgico, sistema vascular e células locais (Dey
et al.,, 2016). Como um componente-chave da imunidade inata, inflamagdo aguda
representa uma tentativa de antenuar os estimulos nocivos e iniciar o processo de
cicatrizacdo. No entanto, este processo pode persistir e se tornar cronico. A ativagdo
de modo exacerbado ou inapropriado do processo inflamatorio pode promover
alteracdes significativas nas funcbes dos tecidos, prejudicando gravemente a

homeostasia (Lugrin et al., 2014; Mcmorrow e Murphy, 2011).

A neuroinflamacéo é caracterizada pela ativagdo da microglia, dos astrocitos
e das células endoteliais da barreira hemato-encefalica (BHE), pela infiltracdo de
proteinas do plasma e células do sistema imunologico (granuldcitos, mondcitos e

linfécitos) e pelo aumento da expressdo de uma variedade de mediadores pré e anti-
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inflamatorios. Dentre as moléculas inflamatérias mais conhecidas estdo as enzimas
pré-inflamatorias, incluindo ciclo-oxigenases (COX), 6xido nitrico sintase induzivel
(iNOS) e NADPH oxidases (NOX) e citocinas (como a IL-1B, IL-6, TNF-a) (Dey et
al., 2016). Estudos clinicos e experimentais indicam que citocinas e moléculas
relacionadas estdo aumentadas no tecido encefalico apds a epileptogénese ou durante

as convulsdes (De Vries et al., 2016; Wilcox e Vezzani, 2014).

As células microgliais fazem parte da primeira linha de defesa imunoldgica no
SNC (Eggen et al, 2013;. Gertig e Hanisch, 2014). Elas atuam no reconhecimento e
protecdo ao dano e na manutencdo/restauracdo da homeostase do sistema nervoso
(Kettenmann et al, 2011; Kettenmann et al, 2013). Em condic¢des que representem
risco a sobrevivéncia neuronal, as células microgliais sdo ativadas por citocinas
produzidas por células efetoras imunitarias. 1sso ocorre, por exemplo, apés uma leséo
no SNC ou pela inducdo por lipopolissacarideo (LPS) produzido durante uma

infeccdo bacteriana (Bosch e Kielian, 2015; Stoll e Jander, 1999).

No entanto, a acdo da microglia tem sido implicada em uma série de doencas
neurodegenerativas e na epilepsia. Estudos propdem um papel da microglia no
desenvolvimento de crises epilépticas agudas, na neurodegeneragdo e na neurogénese
aberrante (Eyo et al., 2016; Ojo et al., 2014; Pedata et al., 2015). Sabe-se que a
microglia poder ser ativada em dois estados distintos: um estado classico ativado
(M1), o qual produz eventos citotoxicos e um estado alternativo (M2), neurotréfico e
relacionado a neuroprotecdo. Estudos tém evidenciado que no estado M1 ha uma
maior expressdo de iNOS e em contrapartida no estado M2 ha uma menor expressao
da enzima arginase-1 (Arg-1) no SNC. Assim, a medida destas enzimas tem sido Util

como marcadores do estado de ativagdo microglial (Tang e Le, 2016).
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A ativagdo da microglia estd associada com aumento da fagocitose e da
liberacdo de ERNs e EROs, 6xido nitrico, proteases e citocinas pré-inflamatérias
(Vezzani e Viviani, 2015). Citocinas inflamatdrias cléssicas, tais como IL-1B, TNF-a
e IL-6, através da ativacdo dos seus receptores cognatos em células alvo, induzem
vias intracelulares que diferem dependendo do tipo de célula, e muitas vezes resultam
em resultados fisiopatolégicos divergentes. No sistema nervoso, as citocinas tém
fungBes fisioldgicas que incluem neurogénese, a sobrevivéncia neuronal e
plasticidade sindptica (Marin e Kipnis, 2013). Porém, o excesso de producdo e
liberacdo exagerada de citocinas, ou sua presenca prolongada no tecido, estdo
associados a-disturbios neurolégicos como a epilepsia (Devinsky et al, 2013; Najjar et

al, 2007; Najjar et al, 2011).

Entre os papéis que as citocinas podem desempenhar na fisiopatologia das
convulsdes e da epilepsia, pode-se citar, por exemplo, a modulagdo da atividade
neuronal pela liberagdo de moléculas neuroativas provenientes da glia ou do
endotélio, como 6xido nitrico e glutamato (Allan e Rothwell, 2001; Montgomery e
Bowers, 2012). Também ja foi elucidado que a IL-1B pode ativar receptores nas
células neuronais. Em conjunto com outras citocinas como TNF-a, IL-6 e algumas
prostaglandinas, IL-18 € capaz de promover alteracdes no trafego de receptores
glutamatérgicos e GABAérgicos e na funcdo de canais idnicos voltagem-dependente,
alterando a excitabilidade neuronal (Vezzani et al., 2011; Wang et al., 2000).
Experimentalmente, citocinas pro-inflamatorias, mostraram contribuir para a
diminuicdo do limiar de convulsdo, facilitando a ocorréncia de crise convulsiva

(Wilcox e Vezzani, 2014).
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1.1.2.3 Dano ao DNA

Est& bem estabelecido que o estresse oxidativo esta associado ao dano e morte
neuronal, sendo considerado como um possivel mecanismo envolvido na
epileptogénese (Martinc et al., 2014). Sob condi¢Ges de producdo excessiva ou
deplecdo das defesas do organismo, EROs e ERNs reagem com proteinas, &cidos

graxos e DNA, causando dano a esses substratos (Aguiar et al., 2012).

As espécies reativas podem desencadear danos genotdxicos como a quebra
das fitas de DNA ou modificar diretamente as bases nucléicas, o que leva a dele¢des e
outras mutagOes. Estas modificacfes podem resultar em expressao génica aberrante
ou morte celular (Martinc et al., 2014). Espécies reativas sdo capazes de promover
alteracOes epigenéticas, como por exemplo, a sobreativacdo da enzima e repararo
DNA poli-ADPribose 1-polimerase (PARP-1) e mudangas na acetilacdo de histonas,
0 que consequentemente pode levar a prejuizo funcional e também a morte celular

(Martinc et al., 2012).

No contexto da excitotoxicidade presente na epilepsia, 0 dano genotoxico
pode ser desencadeado pelo aumento excessivo do Ca?* intracelular (por ativacdo dos
receptores ou por liberacdo aumentada dos estoques intracelulares), que ira ativar
varias vias gerando, por exemplo, um aumento na producdo de éxido nitrico. Este,
por sua vez, é capaz de gerar o radical livre peroxinitrito, o qual é potencialmente
danoso ao DNA (Fugikawa, 2005). O peroxinitrito pode sofrer reacdes secundarias
formando agentes que podem reagir com amino&cidos aromaticos como a tirosina
gerando nitrotirosina e com bases de DNA, especialmente a guanina (Aguiar et al.,

2012).
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Além do peroxinitrito, o radical livre hidroxila também causa intensivo dano
ao DNA, RNA, proteinas, lipideos e membranas celulares nucleares e da mitocondria.
Estudos demonstram um aumento do radical hidoxila apds as convulsdes (Rauca et
al., 1999). J& o peréxido de hidrogénio, embora ndo seja um radical livre, é
extremamente nocivo por ser um intermediario na producdo de radical hidroxila. O
peroxido de hidrogénio tem uma meia-vida longa e é capaz de atravessar varias
camadas lipidicas e reagir com metais de transicdo e hemoproteinas. Ele também
pode induzir alteragcdes cromossomicas, quebra nas fitas de DNA e, na auséncia de
catalisadores, oxidar compostos sulfidrila (-SH) (Aguiar et al., 2012; Tang et al.,
2012). A reducdo das defesas antioxidantes endogenas e a anormal ativagdo de vias
inflamatorias, que tém sido relacionadas a epilepsia (Martinc et al., 2014; Vezzani et

al., 2008), contribuem para 0 aumento excessivo de espécie reativas.

Estudos experimentais demonstram que as crises convulsivas causam dano ao
DNA (Abdel-Wahab et al., 2015; Bengzon et al., 1997; Cantafora et al., 2014; Crowe
et al. 2011; Engel e Henshall 2009; Matos et al. 2012; De Oliveira et al., 2008;
Shinoda et al., 2003). Foi observado que uma Unica convulsdo é capaz de causar
morte neuronal e fragmentacdo do DNA, sendo que mais estimulos levam

proporcionalmente mais células a morte (Henshall e Meldrum, 2012).

O ensaio cometa tem se mostrado um teste Gtil para investigar os efeitos
genotdxicos e anti-genotdxicos de compostos sobre 0 SNC (Picada et al., 2003). Ele
pode ser aplicado a qualquer tecido num dado modelo in vivo, aonde a obtencdo de
uma amostra de células/ntcleos (na forma de suspensdo) seja possivel de ser obtida. E
um teste sensivel e quantitativo para detectar a genotoxicidade molecular (Cantafora

et al., 2014). A versdo alcalina de ensaio cometa detecta dano total ao DNA, isto e,
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tanto simples como dupla quebra da fita de DNA e sitios alcali-labeis (Tice et al.,
2000). Assim, este teste constitui uma ferramenta interessante para medida de dano ao

DNA ocasionado por convulsdes em modelos experimentais.

A descoberta de um novo farmaco é um processo longo constituido de vérias
etapas incuindo a pesquisa pré-clinica e clinica (Rang et al., 2012). Os modelos
comportamentais em animais constituem uma ferramenta importante utilizada na

pesquisa pré-clinica de farmacos, como 0s anticonvulsivantes.

1.1.3 Modelos animais

Modelos experimentais de epilepsia in vivo sdo amplamente utilizados para
testar a eficacia de novos compostos com potencial antiepiléptico, além de permitir a
elucidacdo de mecanismos de acdo de farmacos. Sdo Uteis para esclarecer questdes
que sdo dificeis de ser respondidas por meio de estudos in vitro e clinicos, como as
consequéncias fisiopatoldgicas da progressdao da doenca, mecanismos celulares de
resisténcia a farmacoterapia e mesmo a introdugdo de novos farmacos. Os estudos
experimentais in vivo baseiam-se na hip6tese de que hd uma relacdo entre o modelo
experimental e as condi¢des fisiopatoldgicas de iniciacdo e propagacdo da crise

convulsiva que ocorre em humanos (Kupferberg, 2001).

Uma variedade de modelos animais de convulsdo tem sido desenvolvida,
como os modelos genéticos (como o desenvolvimento de animais nocaute), elétricos
(como o abrasamento ou kindling elétrico) e quimicos (0s quais empregam compostos
convulsivantes como acido cainico, 4-aminopiridina, bicuculina, picrotoxina,

pentilenotetrazol e pilocarpina) (Cremer et al., 2009; Loscher, 2002).
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O modelo de convulsdo induzida por pentilenotetrazol (PTZ) é especialmente
sensivel a acdo de farmacos GABAmiméticos, uma vez que este composto € um
inibidor ndo competitivo dos receptores GABAA (Asadi-Shekaari et al., 2014; Sucker
e Carles, 2015). Doses convulsivantes de PTZ permitem estudar o efeito de
compostos em convulsdes agudas em roedores. No modelo de abrasamento ou
kindling induzido por PTZ, repetidas aplicagfes de uma dose subconvulsivante de
PTZ séo realizadas a fim de reduzir progressivamente o limiar de convulsdo levando
0s animais a convulsdes generalizadas. (Da Silva et al., 1998). Este modelo tem o

intuito de mimetizar, mais precisamente, o processo de epileptogénese.

A pilocarpina (PIL) é um agonista dos receptores muscarinicos (Villalpando-
Vargas e Medina-Ceja, 2015). Uma dose aguda deste convulsivante induz alteragdes
que levam progressivamente ao SE e produz um modelo altamente relacionado a
epilepsia do lobo temporal (TLE) (Curia et al., 2008; Kupferberg, 2001; Villalpando-

Vargas e Medina-Ceja, 2015).

Ambos os modelos s@o amplamente utilizados na investigacdo do efeito
anticonvulsivante de compostos com possivel acdo benéfica no tratamento da

epilepsia.

1.1.4 Tratamento farmacol6gico

O tratamento convencional da epilepsia é realizado, principalmente, pelo uso
de farmacos anticonvulsivantes. A histdria moderna do tratamento farmacologico da
epilepsia comeca com a descoberta do fenobarbital, no inicio do seculo 20, o qual
juntamente com a fenitoina, a seus derivados (por exemplo, primidona) foram o0s

anticonvulsivantes mais empregados na primeira metade do século passado. Nos anos
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cinquenta, etossuximida, foi introduzida demonstrando seu efeito em crises de
auséncia. Na década de sessenta, novos anticonvulsivantes classificados como de
segunda geracdo foram descobertos, especialmente a carbamazepina, o valproato e 0s
benzodiazepinicos, comprovando-se a alta efetividade do diazepam contra o SE

(Santulli et al., 2016).

Posteriormente surgiram os anticonvulsivantes de terceira geracao, incluindo
farmacos como vigabatrina, lamotrigina, oxcarbazepina, gabapentina, tiagabina,

topiramato, entre outros (Loscher et al., 2013).

Atualmente, diversos anticonvulsivantes estdo disponiveis para uso na clinica
médica e a escolha do melhor tratamento farmacoldgico baseia-se no diagnéstico
clinico, uma vez que determinados farmacos mostram-se mais efetivos em alguns tipos

de crise do que em outras (Glauser et al., 2006).

Embora os mecanismos de acdo dos farmacos antiepilépticos comercializados
atualmente ainda ndo sejam completamente elucidados, de modo geral, eles atuam na
modulacdo do desbalanco entre excitagcdo e inibicdo neuronal. Em nivel celular, séo
conhecidos trés mecanismos basicos: modulacdo de canais ibnicos dependentes de
voltagem (Na®, Ca?*, K*); aumento da neurotransmissdo inibitoria mediada pelo
GABA,; e atenuagdo da neurotransmissao excitatoria, particularmente a mediada pelo
glutamato (Loscher et al., 2013). Alvos importantes para a intervencdo farmacolégica
incluem enzimas, proteinas transportadoras, receptores, canais i6nicos voltagem

dependente, entre outros (Fig. 5).

Apesar do grande nimero de farmacos anticonvulsivantes, cerca de 30% dos
pacientes sdo refratarios a terapia farmacoldgica ou apresentam efeitos colaterais

preocupantes (Dua et al., 2006; Loscher et al., 2013; OMS, 2016). Além disso, grande
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parte dos farmacos atualmente disponiveis ndo trata o processo subjacente a doenga.
Desse modo, a pesquisa contemporanea tem voltado sua atencdo também para a busca
de novos farmacos que sejam capazes de interferir no estabelecimento da epilepsia
(epileptogénese) e prevenir a recorréncia das convulsdes (Kaminski et al., 2014,

Rowles e Olsen, 2012).

— Sitios de a¢do de anticonvulsivantes
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Fig. 5. Representacdo dos sitios de anticonvulsivantes (adaptado de Bieger et al., 2005; com base em

Taylor et al., 1998).

1.2 Acido Rosmarinico e Acido Caféico

Acido rosmarinico (AR, &cido O-cafeoil-3,4-diidroxifenil latico) é um composto
hidroxilado de origem natural. E um éster do é4cido caféico (AC) e do &cido 3,4-

diidroxifenilatico isolado primeiramente da espécie Rosmarinus officinalis, mas também

29



presente em uma variedade de outras espécies como, Artemisia capillaris, Calendulla
officinalis L., Melissa officinalis, Salvia officinalis entre outras (Fazel Nabavi et al.,
2015; Pereira et al., 2005). Estudos farmacocinéticos mostraram que AR é metabolizado
em AC in vivo, caracterizando este Ultimo como seu principal metabélito (Takeda et al.,
2002a). Esta correlacdo metabolica sinaliza a importancia de se investigar em paralelo a

atividade de ambos os compostos.

O AC é um dos mais abundantes acidos hidroxicindamicos presentes nas frutas,
particularmente nas berries. Outras fontes dietéticas incluem alguns vegetais (como

batata, cenoura e alcachofra) e café (Silva et al., 2014).
A HOD/\:)LOH CH
HO © A OH

B Hom COOH
HO

Fig. 6. Estrutura quimica do &cido rosmarinico (A) e &cido caféico (B)

Tanto AR como AC possuem propriedades bioldgicas importantes inclusive no
SNC. Propriedades como antimicrobiana (Sova, 2012; Swarup et al., 2007),
antimutagénica (Sevgi et al., 2015), anticancerigena (Bouzaiene et al., 2015;
Karthikkumar et al., 2015; Xu et al., 2015; Yang et al., 2014), cardioprotetora
(Chlopcikova et al., 2004), antinociceptiva (Gamaro et al., 2011; Guginski et al., 2009;
Hasanein e Mohammad Zaheri, 2014;), antidepressiva (Jin et al. 2013; Takeda et al.,
2002a), ansiolitica (Nie et al., 2014; Pereira et al., 2005; Pereira et al., 2006; Takeda et
al., 2002b), contra o dano isquémico (Fallarini et al., 2009; Liang et al., 2015) e na
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melhora cognitiva em modelos de memdria e Alzheimer (Alkam et al., 2007; Hasanein
et al., 2016; Deshmukh et al., 2016; Lee et al., 2016; Ono et al., 2012; Kim et al., 2015;
Shan et al., 2015) exemplificam ac¢Oes que ja foram descritas para ambos 0s compostos.

Grande parte das atividades bioldgicas apresentadas pelo AR e AC estdo
relacionadas as suas caracteristicas antioxidante e anti-inflamatoria, as quais sdo
amplamente descritas na literatura (Amoah et al., 2016; Hasanein et al., 2016; Kelsey et
al., 2010; Luan et al., 2013; Fazel Nabavi et al., 2015; Silva et al., 2014; Touaibia et al.,
2011). Estas acOes estdo associadas aos seus efeitos protetores em diversos tecidos
(Chlopcikova et al., 2004; Chu et al, 2012; Prasad et al., 2009).

No SNC, alguns efeitos protetores do AR incluem sua agdo contra morte e dano
induzidos por peroxido de hidrogénio em células dopaminérgicas, astrocitos e linhagem
celular de neuroblastomas (Gao et al., 2005; Ghaffari et al., 2014; Lee et al., 2008);
dano neuronal em modelo in vitro de estresse oxidativo, excitotoxicidade e
isquemia/reperfusdo (Fallarini et al., 2009); dano genotoxico causado por etanol no
sangue periférico e em tecido encefalico de camundongos (De Oliveira et al., 2012) e
neurotoxicidade induzida por proteina beta amil6ide em camundongos (Alkam et al.,
2007). Exemplos de neuroprotecdo promovida por AC incluem a protecdo contra dano
genotoxico induzido por perdxido de hidrogénio em tecido cerebral de ratos (Pereira et
al., 2006); atenuacdo da perda neuronal, do estresse oxidativo e de marcadores
infamatérios no hipocampo ap6s dano isquémico em ratos (Liang et al., 2015);
diminuicdo do dano neuronal induzido por aluminio no tecido encefalico de
camundongos (Yang et al., 2008), entre outros.

Os mecanismos pelos quais 0 AR e o AC provem suas atividades bioldgicas e
farmacologicas ainda ndo foram totalmente elucidados. Além dos mecanismos

envolvendo a reducdo do estressse oxidativo e agdo em vias inflamatdrias, estudos
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apontam o envolvimento de alguns sistemas de neurotransmissdo em determinados
efeitos farmacoldgicos apresentados por estes compostos fendlicos.

Na investigacdo do mecanismo da acdo antidepressiva do AR e AC observou-se
que nenhum destes compostos foi capaz de inibir significativamente as monoamino
oxidases ou atuar na receptacdo das monoaminas (noradrenalina, dopamina e
serotonina) (Takeda et al., 2002a). Em outro estudo, Tsuji e colaboradores (2008)
relatam que AC ativa de modo indireto os receptores a-1A adrenérgicos, uma vez que o
antagonista a-1A adrenérgico bloqueou o efeito antidepressivo e ansiolitico do AC sem
haver ligacdo direta a estes receptores no ensaio de binding.

Em modelo de nocicep¢do o AR reduziu significativamente a dor induzida por
glutamato em camundongos, parecendo inibir, de algum modo, a acdo deste
neurotransmissor no que diz respeito a dor (Guginski et al., 2009). Em outro estudo, foi
evidenciado que AR foi capaz de inibir in vitro a GABA-transaminase (GABA-T)
(Awad et al., 2009), enzima que promove o metabolismo do neurotransmissor GABA.

J& esta bem estabelecido que a neurotransmissdo GABAérgica desempenha um
papel de grande relevancia no controle da excitabilidade neuronal exacerbada que
ocorre na epilepsia (Kowalczyk e Kullig 2014). Assim, a inibicdo do metabolismo do
GABA constitui um ponto de modulagdo importante, permitindo uma maior
disponibilidade de GABA para ativar seus receptores especificos. Desse modo, a
GABA-T é um alvo util para intervencdo farmacolégica. Vigabatrina, por exemplo, é
um anticonvulsivante utilizado com sucesso na clinca médica para o controle de alguns
tipos de epilepsia e tem como mecanismo de agéo a inibicdo da GABA-T (Coelho et al.,
2015).

Além disso, tem sido crescente o interesse em pesquisar o efeito de compostos

com potencial antioxidante no tratamento da epilepsia (Martinc et al., 2014). O
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estresse oxidativo tem sido implicados na génese e progresséo da doenca e compostos
antioxidantes vém apresentando resultados interessantes em modelos experimentais
de convulsdo (Kim e Oh, 2012; Martinc et al., 2014; Saha e Chakrabarti, 2014;
Woodbury et al., 2013). Assim, 0 AR e AC, devido suas agdes antioxidante e anti-
inflamatoria, somado a capacidade do AR em inibir a enzima GABA-T, podem

representar uma importante alternativa farmacoldgica para o tratamento da epilepsia.

Considerando a importancia da constante pesquisa por novos farmacos
anticonvulsivantes e o promissor potencial terapéutico de moléculas antioxidantes,
como AR e AC, em patologias que afetam o normal funcionamento do SNC, como a
epilepsia, este trabalho objetivou avaliar o efeito destes compostos em modelos animais
de convulsdo e pardmetros relacionados a neuroprotecdo promovida por estes

compostos.
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2. Objetivos



2.1 Objetivo geral

Investigar o efeito do AR e AC em modelos animais de convulséo e sua acao
neuroprotetora sobre o estresse oxidativo, neuroinflamagdo e genotoxicidade

relacionados a epilepsia.

2.2 Objetivos especificos

I. Avaliar o efeito do AR e do AC na epileptogénese utilizando o modelo de

kindling induzido por PTZ em camundongos;

I1. Avaliar o potencial neuroprotetor do AR e do AC contra o dano gerado
pelo modelo de kindling induzido por PTZ sobre parametros de estresse oxidativo
(medida de radicais livres e atividade da enzima superoxido dismutase) e genotoxico

(utilizando o ensaio cometa alcalino) no cértex total de camundongos;

I1l. Avaliar o efeito anticonvulsivante do AR e do AC em modelos de
convulsdo aguda induzida por PTZ e por PIL em camundongos, bem como sua
possivel acdo sinérgica a uma dose subefetiva do agonista GABAérgico diazepam

(DZP) nestes modelos;

IV. Avaliar o efeito do AR e do AC na potencializagdo do sono induzido por

DZP em camundongos;

V. Avaliar o potencial neuroprotetor do AR e do AC contra o dano genotdxico
gerado pelos modelos de convulsdo aguda induzida por PTZ e PIL no cdrtex total e

no hipocampo de camundongos (utilizando o ensaio cometa alcalino);

35



VI. Avaliar a capacidade do AR em modular a ativagdo microglial (in vitro)
induzida por lipopolissacarideo (LPS) e verificar o efeito destes compostos fendlicos
sobre parametros inflamatorios, oxidativos, genotdxicos e apoptdticos induzidos pelo

modelo de LPS.
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Ja é bem estabelecido que um importante dano neuronal ocorre em pacientes
epiléticos e que o estresse oxidativo e a ativacdo de vias inflamatdria contribuem para o
aumento do dano. Neste contexto, compostos antioxidantes e com propriedades anti-
inflamatoria tém sido sugeridos como uma interessante alternativa para atuarem como
coadjuvantes no tratamento farmacol6gico da epilepsia, agindo como neuroprotetores,
reduzindo a epileptogénese e o0 dano metabdlico/estrutural no tecido encefalico (Martinc
et al., 2014). O AR e o AC foram eleitos como 0s compostos-alvo deste presente estudo
por possuirem tais propriedades, podendo desta forma desempenhar algum papel
benéfico na protecdo aos danos neuronais relacionados a doenga.

No primeiro artigo desta tese apresentamos a interferéncia do tratamento com 0s
compostos antioxidantes AR e AC no kindling induzido por PTZ, um modelo
relacionado mais especificamente ao processo de epileptogénese (Da Silva et al., 1998).
Os resultados mostraram que AR e AC nédo foram capazes de prevenir a epileptogénese
ou melhorar significativamente os parametros avaliados ao final do protocolo. O efeito
do AR na epileptogénese foi observado somente no 4° dia do protocolo de kindling,
quando AR (2 mg/kg) aumentou a laténcia e reduziu a porcentagem de convulsdes.

Neste experimento a vigabatrina (VGB 600 mg/kg) foi usada como um controle
positivo com intuito de compararmos sua acao com a dos compostos teste, uma vez que
VGB é um inibidor da enzima GABA-T, 0 mesmo mecanismo ja descrito para AR em
estudo anterior (Awad et al., 2009). Os animais tratados com VGB também ndo
mostraram significante reducdo dos parametros convulsivos no ultimo dia de
observacao, apesar de ter minimizado significativamente as convulsées no 1°, 3°, 4° e 5°
dias de exposicdo ao PTZ. Interessantemente, os resultados apresentados pelo
tratamento com AR (1 e 2 mg/kg) e AC (4 e 8 mg/kg) ndo foram estatisticamente

diferentes aos da VGB em nenhum dia de observacédo. Isso nos fez pensar na hipotese
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de uma inibicdo menos potente da GABA-T em relagdo a VGB, uma vez que ja foi
demonstrado (in vitro) que a VGB apresenta maior capacidade inibitéria da GABA-T do
que a inibicdo promovida pelo AR (Awad et al., 2009; Larsson et al., 1986).

Vigabatrina é um anticonvulsivante efetivo e bem tolerado, utilizado
amplamente na clinica médica (Pellock, 2011). No entanto, estudos evidenciaram que
este fArmaco apresenta efeito apenas parcial em convulsdes induzidas por PTZ (Sayin et
al., 1995). Diferentemente, o DZP, agonista GABAA, promove uma total inibicdo destas
convulsdes, conforme demonstrado por nds neste trabalho e por outros pesquisadores
(Sayyah et al., 2005; Brum e Elisabetsky, 2000). Sayin e colaboradores (1995)
relataram que o aumento do conteudo de GABA extracelular promovido por VGB
parece causar pouca interferéncia no efeito convulsivante produzido por PTZ. O que
sugere que outros modelos experimentais possam ser mais sensiveis para avaliar o
potencial anticonvulsivante de compostos inibidores da GABA-T. De acordo com esta
possibilidade, posteriormente a publicacdo do primeiro artigo desta tese, Khamse e
colaboradores (2015) evidenciaram que o pré-tratamento com AR (10 mg/kg/dia)
durante 1 semana reduziu as convulsdes induzidas por inje¢do intra-hipocampal de
cainato, um antagonista NMDA.

No entanto, nosso estudo foi o primeiro a investigar o efeito de AR em um
modelo comportamental voltado a epilepsia, sendo que poucos estudos haviam avaliado
o efeito do AC em convulses até entdo (Dos Santos Sales et al., 2011; Nugroho et al.,
2012).

Ainda, neste trabalho, evidenciamos que 0 modelo de kindling induzido por PTZ
provocou aumento nos niveis de radicais livres no cortex dos camundongos e que AR (1
mg/kg) e AC (4 e 8 mg/kg) foram capazes de minimizar esse aumento. Estas respostas

podem ser relacionadas a estrutura quimica destes compostos. O AR e AC séo acidos
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fendlicos. Muitos compostos fenolicos possuem acdo antioxidante por atuarem como
sequestradores de radicais livres, agindo tanto na etapa de iniciagdo como na de
propagacdo do processo oxidativo. Os produtos intermediérios, formados pela acéo
destes antioxidantes, sdo relativamente estaveis devido a ressonancia do anel aromatico
apresentada por estas moléculas (Soares, 2002). Os hidrogénios fenolicos presentes nas
estruturas quimicas do AR e AC Ihes confere a habilidade de neutralizar radicais livres.
Além disso, a porcdo catecol das estruturas influencia positivamente na penetracdo das
bicamadas lipidicas, para que entdo os compostos exercam seu efeito antioxidante
(Amoah et al., 2016). Outro composto fendlico, a curcumina, também demonstrou
minimizar o aumento de EROs gerado pelo modelo de kindling induzido por PTZ,
corroborando com nossos resultados (Kaur et al., 2014).

Visto que uma reducdo na atividade das defesas enziméticas endégenas como
SOD, GSH e CAT também ocorre ap6s o0 modelo de kindling induzido por PTZ (Saha e
Chakrabarti, 2014; Rauca et al., 2004), neste primeiro artigo, também foi avaliado o
efeito de AR e AC na modulacdo da atividade da enzima SOD, que faz parte da
primeira linha de defesa enzimética ao estresse oxidativo (Cardenas-Rodriguez et al.,
2013b).

Acido rosmarinico e AC ndo foram capazes de reverter a diminuicio da
atividade de SOD induzida pelo modelo utilizado, sugerindo que a reducdo de radicais
livres deve estar relacionada a outro mecanismo antioxidante. Os resultados observados
no ensaio da 2,7 dicloro-fluoresceina diacetato (DCFH-DA) podem ter origem tanto na
acdo antioxidante intrinseca das moléculas de AR e AC (Mufoz-Mufioz et al., 2013)
como em uma possivel modulagéo da atividade de outras defesas antioxidantes que néo
foram investigadas neste estudo. Estudos demonstraram que AR aumentou a atividade

de CAT no hipocampo apos convulsdo induzida por cainato (Khamse et al., 2015) e AC

93



aumentou a atividade de SOD e CAT no hipocampo de ratos ap6s modelo de convulséo
aguda induzida por pilocarpina (PIL) (Dos Santos Sales et al., 2011). No entanto AR e
AC ndo aumentaram a atividade da SOD reduzida pelo kindling por PTZ.

Finalmente, avaliamos a possivel acdo protetora do AR e AC contra o dano
genotdxico. O processo de kindling induzido por PTZ causa dano ao DNA conforme
evidenciado neste trabalho e em outros estudos (Abdel-Wahab et al., 2015; Saha e
Chakrabarti, 2014). AR (4 mg/kg) e AC (4 mg/kg) diminuiram o dano genotdxico no
cortex cerebral dos camundongos, evidenciado pela reducdo do indice de dano (ID) no
ensaio cometa alcalino.

Outros estudos, in vitro e ex vivo, j& haviam demonstrado a capacidade do AR e
AC de reduzir danos ao DNA provocados por H,O, (Ghaffari et al., 2014; Li et al.,
2015; Sevgi et al., 2015), etanol (De Oliveira et al., 2012); radia¢do (Fernando et al.,
2016; Sevgi et al., 2015; Xu et al., 2016; Prasad et al., 2009), entre outros. Em nosso
estudo esta acdo protetora foi observada em relagdo ao dano causado pelo
estabelecimento do processo convulsivo. N@s relacionamos a agdo protetora do AR e
AC contra o0 dano genotdxico a propriedade detoxificante de radicais livres promovida
por estes compostos. Em concordancia, outros compostos fenolicos antioxidantes, como
o resveratrol, também apresentam um efeito protetor contra 0 dano ao DNA (Saha e
Shakrabarti, 2014).

A excitotoxicidade presente na epilepsia aumenta a producéo de radicais livres
gerando estresse oxidativo e este, por sua vez, esta implicado em uma série de reacoes
que podem agredir as membranas bioldgicas, sobretudo a integridade do material
geneético (Aguiar et al., 2012; Fugikawa, 2005; Martinc et al., 2014).

Neste artigo, mostramos que AR e AC foram capazes de reduzir a formacdo de

radicais livres e o dano genotoxico desenvolvido no modelo de kindling induzido por
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PTZ. Acido rosmarinico mostrou uma leve interferéncia no estabelecimento do processo
epiléptico, ao atenuar as convulsdes em apenas um dos dias do protocolo aplicado.
Sendo assim, nos questionamos a respeito da capacidade dos compostos em
potencializar o efeito de um farmaco GABAmimético (uma vez que AR € um inibidor
da GABA-T) e que efeito esses compostos teriam sobre convulsdes induzidas por outro
convulsivante além do PTZ.

Entdo, o segundo artigo desta tese apresenta a avaliacdo de um possivel efeito
sinérgico do AR e AC a haixas doses (ndo efetivas) do agonista GABAérgico DZP em
convulsdes agudas induzidas por PTZ e PIL. A acdo dos compostos teste em
potencializar o sono induzido por DZP e o efeito protetor dos mesmos contra o dano
genotdxico induzido por PTZ e PIL também foram avaliados.

Neste estudo, o pré-tratamento com AR e AC ndo melhorou os parametros
relacionados as convulsdes agudas provocadas por doses convulsivantes de PTZ ou PIL
quando administrados sozinhos. No entanto, AR (4 mg/kg) mostrou potencializar o
efeito da baixa dose de DZP em relacdo a laténcia para convulsdo no modelo induzido
por PTZ. Nenhuma dose testada do AC foi capaz de potencializar o efeito de DZP nas
convulses induzidas por PIL em nenhum dos parametros observados.

O sinergismo de AR a baixa dose de DZP no modelo de convulsdo aguda
induzida por PTZ esta em concordancia com os resultados apresentados no primeiro
artigo, onde AR apresentou um pequeno efeito no desenvolvimento do kindling
induzido por PTZ. A literatura relata que a inibicdo da GABA-T promove um aumento
de GABA extracelular (Ben-Manachem et al., 2011). Nés acreditamos que, mesmo que
AR tenha uma fraca capacidade de inibir a GABA-T, isto pode resultar em aumento no

conteido de GABA extracelular. Este aumento de GABA somado a fraca ativacdo dos
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receptores GABAA promovida pelo DZP em baixa dose pode ter resultado na reducdo
da laténcia observada.

Este efeito do AR em potencializar a agdo de DZP no modelo de convulséo
aguda induzida por PTZ foi confirmada pela reducdo na laténcia para o sono induzido
por DZP no experimento seguinte deste trabalho. Neste experimento ndo sé a dose mais
alta do AR (4 mg/kg), como a dose mais alta do AC (8 mg/kg) mostraram reducdo do
tempo de laténcia, indicando que AC também atua por algum mecanismo que aumenta a
ativacdo GABAérgica.

As diferentes respostas em convulsées induzidas por PTZ e PIL se devem a seus
diferentes mecanismos de acdo. PTZ é um antagonista dos receptores GABA 4, inibindo
a acdo de GABA no seu receptor. PIL é um agonista dos receptores muscarinicos de
acetilcolina (principalmente M1). Esta ativagdo causa uma reducdo inicial no GABA
extracelular, com um subsequente aumento de GLU o qual é mantido pela ativacéo dos
receptores NMDA gerando SE (Curia et al., 2008; Smolders et al., 1997). O pré-
tratamento com farmacos que aumentam a neurotransmissdo GABAeérgica (como VGB
ou fenobarbital) ou que diminuem a neurotransmissao glutamatérgica (por exemplo a
ketamina) reduz convulsdes induzidas por PIL (Pereira et al., 2007). Vigabatrina e
DZP minimizaram as convulsfes induzidas por PIL, porém o pré-tratamento com AR e
AC sozinhos ou associados a baixa dose de DZP ndo melhoraram os parametros
convulsivos. Acreditamos que, pelo fato de VGB causar uma inibicdo irreversivel da
GABA-T ela demonstre efeitos satisfatorios neste modelo, atuando na fase inicial do
processo induzido por PIL e que fraca inibicdo da GABA-T pelo AR néo seja capaz de
minimizar o efeito de PIL e impedir a elevada excitabilidade glutamatérgica

subsequente.
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Também analisamos o efeito dos compostos contra 0 dano genotoxico induzido
por ambos os convulsivantes. Acido rosmarinico e AC ndo protegeram contra o dano
genotdxico no cortex e no hipocampo dos camundongos causado por PTZ . No entanto
0 pré-tratamento com AR (4m/kg) reduziu o indice e a frequéncia de dano (ID e FD) no
cortex e AC (4 mg/kg) reduziu o ID no hipocampo causado por PIL.

Os resultados encontrados neste trabalho em relacdo ao dano genotoxico
causado por PTZ divergem dos resultados encontrados no primeiro artigo. Esta
diferenca € justificavel, uma vez que no modelo anterior as doses do AR e AC foram
administradas repetidas vezes (1 vez a cada 3 dias durante 16 dias) sempre precedendo a
aplicacdo de uma dose subconvulsivante de PTZ (50 mg/kg) com o objetivo de avaliar a
interferéncia na epileptogénese. Neste segundo trabalho, os animais foram tratados uma
Unica vez com 0s compostos e posteriormente receberam uma dose convulsivante de
PTZ (88 mg/kg), constituindo um modelo de convulsdo aguda. Desse modo,
demonstramos que AR e AC sdo capazes de reduzir o dano ao DNA que ocorre durante
a epileptogénese, mas que uma Unica administracdo destes compostos ndo é capaz de
reduzir um estimulo convulsivante agudo induzido por PTZ.

O dano genotdxico promovido por PTZ pode ser relacionado a inibicdo da
neurotransmissdo GABAérgica promovida por ele (Asadi-Shekaari et al., 2014). Ja o
mecanismo pelo qual a PIL gera danos ao DNA provavelmente é decorrente do seu
mecanismo convulsivante (ativacdo muscarinica primaria, seguida de reducdo de GABA
e posterior aumento expressivo de glutamato) (Curia et al., 2008; Smolders et al.,
1997). Sendo assim, mesmo que AR e AC ndo tenham mostrado uma melhora
significativa nos parametros comportamentais observados na convulsdo induzida por
PIL, os resultados obtidos demonstram que em nivel molecular houve uma interferéncia

positiva destes compostos, uma vez que foram capazes de reduzir o dano genotdxico.
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Levando em consideracdo os dados obtidos, é possivel que AR e AC interfiram
em algum ponto do mecanismo de acdo de PIL, porém estes ndo foram efetivos o
suficiente para mostrar este efeito no fen6tipo comportamental. Em um estudo em ratos,
AC (4 mg/kg) mostrou aumentar a laténcia e reduzir a porcentagem de convulsdes
induzidas por PIL, diferentemente do encontrado por nds (Dos Santos Sales et al.,
2011). OQutros estudos mostraram que AR (1 e 3 mg/kg) foi capaz de reduzir a dor
induzida por GLU (Guginski et al., 2009) e que o tratamento com AR (10 mg/kg)
durante uma semana reduziu a porcentagem de convulsdes induzidas pelo agonista
glutamatérgico cainato (Khamse et al., 2015). Portanto, mais estudos sdo necessarios
para uma melhor elucidagdo dos mecanismos e dos efeitos de um tratamento mais
prolongado com estes compostos.

Um grande ndmero de trabalhos evidenciam uma relagdo entre estresse
oxidativo e a ativacdo de vias neuroinflamatérias ao processo de epileptogénese (Aguiar
et al., 2012; Martinc et al., 2014; Vezzani et al., 2011; Vezzani e Viviani, 2015). Dentro
deste contexto, estudos relatam a ocorréncia da ativacdo da microglia na epilepsia. Estes
estudos indicam um direcionamento desta ativacdo para um fendtipo microglial
relacionado a neurodegeneracdo (denominado M1) e a liberacdo de varios fatores pro-
inflamatorios apds as convulsdes (Benson et al., 2015; Choi e Koh, 2008; Okuneva et
al., 2015), o que pode constituir um fator importante na progressdo da doenca. A
ativacdo classica da micréglia (ao estado M1), é relacionada ao aumento da expressao
de iINOS, enquanto um estado de ativacao alternativo (M2), é correlacionado com e o
aumento de Arg-1 e com a ativacdo de mecanismos anti-inflamatérios e neuroprotetores
(Okuneva et al., 2015; Tang e Le, 2016).

Na primeira parte desta tese, voltada a avaliacdo da acdo do AR e AC na

epileptogénese, AR mostrou um resultado mais significativo em relacdo ao AC na
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reducdo dos parametros comportamentais de convulsdo. Por este motivo, escolhnemos
investigar o efeito do pré-tratamento com este composto sobre a ativacdo microglial e
sobre parametros envolvidos na neuroinflamagéo e dano neuronal. Para isso, no terceiro
estudo desta tese (capitulo 3), utilizamos um modelo de ativacdo do processo
inflamatorio in vitro induzido por lipopolissacarideo (LPS) em células microgliais
murinas (N9).

J&4 é bem estabelecido que LPS induz a ativacdo microglial do tipo M1,
caracterizada pelo aumento de iNOS e reducdo de Arg-1, sendo empregado com um
modelo in vitro valido para o estudo de processos relacionados a neuroinflamacéo (Ma
et al., 2015). Nos verificamos que o pré-tratamento com AR reduziu a expressdo de
INOS e aumentou a expressdo de Arg-1, sugerindo uma polarizacdo da ativacao
microglial para o estado M2. Estes resultados corroboram com os apresentados por Qiao
e colaboradores (2009), onde AR inibiu a producdo de NO e a expressdo de iINOS
induzida por LPS em macr6fagos RAW?264.7.

Arginase-1 e INOS sdo enzimas que competem pelo mesmo substrato: L-
arginina. Arginase-1 converte L-arginina em L-ornitina, em uma reacdo essencial no
ciclo da uréia (Asano et al., 2016). Por sua vez, iNOS converte L-arginase em NO, que ,
em conjunto com EROs e citocinas pré-inflamatorias, induz neurotoxicidade (Tang e
Le, 2016). O aumento de Arg-1 e a reducdo de iINOS causadas pelo AR é um indicativo
de que AR direciona a ativacdo da microglia a favor do estado M2. A literatura cita que
esta ativacdo alternativa suprime a producdo de citocinas pro-inflamatérias e de NO,
ativa a angiogénese e a recuperacdo da matriz extracelular (por meio de citocinas anti-
inflamatodrias IL- 4, 1L-13, IL-10 e TGF-pB), além de aumentar a expressao de fatores
neurotroficos como o IGF-1 (fator de crescimento relacionado a insulina), implicado na

sobrevivéncia neuronal (Tang e Le, 2016).
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Chu e colegas (2012) mostraram que AR foi capaz de diminuir a producéo de
TNF-a, IL-6 e IL-1B em um modelo de lesdo pulmonar aguda induzida por LPS em
camundongos. NGs mostramos que, além de reduzir iNOS e aumentar Arg-1, AR
reduziu a formacéo de radicais livres e a expressdo das citocinas IL-1B, IL-6 € TNF-a
em N9; o que também contribui para polarizagdo da ativacdo ao estado M2 e evidencia
um efeito antioxidante e anti-inflamatério de AR in vitro. Além disso, ja foi evidenciado
um envolvimento de moléculas inflamatoérias como IL-13 e HMGBL1 na facilitacdo da
geragdo de convulsdes focais, o que foi observado apds a aplicacdo em um modelo de
epilepsia do lobo temporal (Chiavegato et al., 2014) e que tais citocinas parecem
estimular os receptores NMDA (Viviani et al., 2003; Yu et al., 1997). Como citado
anterioramente, n6s demonstramos que o pré-tratamento com AR reduziu o dano
genotdxico gerado por PIL in vivo. Assim, a reducdo da expressao de IL-18 promovida
pelo pré-tratamento com AR em celulas N9 pode constituir um dos mecanismos pelos
quais AR atenuou o dano genotdxico induzido pelas convulsbes provocadas por PIL.

Sabe-se que estimulos nocivos (como lesdo, trauma, infec¢do) ativam a
microglia no estado classico M1 e que esta ativacdo produz um aumento de radicais
livres, citocinas pro-inflamatérias e iINOS. Além disso, estes fatores atuam
retroalimentando a ativacdo da microglia M1 (Tang e Le, 2016). O estresse oxidativo
também pode causar dano da membrana mitocondrial, aumentando sua permeabilidade
(o que pode ser mensurado experimentalmente pela reducdo do potencial de membrana
mitocondrial - AWm). Consequentemente, pode haver o extravasamento de citocromo C
da mitocondria e a ativagdo do fator indutor de apoptose (AIF) e da via das caspases
(incluindo a caspase 3). A ativacdo desses fatores promove fragmentacdo do DNA e a
morte celular por apoptose (Gogvadze et al. 2015; Mendez-Armenta et al., 2014; Otera

e Mihara, 2013; Perez-Pinzon et al., 2012).
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Acido rosmarinico foi capaz de diminuir a perda de permeabilidade da
membrana mitocondrial, a ativacdo de caspase 3 e 0 dano ao DNA em células N9
(evidenciado no ensaio cometa). Gao e colaboradores (2005) evidenciaram que AR foi
capaz de reduzir a perda da viabilidade celular e a apoptose induzida por H,O, em
astrocitos. O efeito anti-apoptético, naquele estudo, foi confirmado pelo aumento do
potencial de membrana mitocondrial e redugdo da ativagdo da caspase-3; e os efeitos
observados foram justificados pela acdo antioxidante do AR também mostrada por eles.
Acreditamos, de acordo com nossos resultados, que a protecdo contra apoptose e o0 dano
genotoxico promovidos por AR em células N9 ocorreram em consequéncia ndo so do
efeito antioxidante, mas também devido ao efeito anti-inflamatdrio deste composto.

Jé foi evidenciado que crises convulsivas podem causar dano ao DNA (Abdel-
Wahab et al., 2015; Cantafora et al., 2014; Henshall e Meldrum, 2012). Radicais livres
e mediadores pro-inflamatérios que estdo implicados nos mecanismo moleculares da
epilepsia parecem participar deste processo (Aguiar et al., 2012; Martinc et al., 2014;
Rauca et al., 1999; Tang et al., 2012; Vezzani et al., 2008).

A neuroinflamagdo vem sendo implicada tanto na causa como por consequéncia
da epilepsia (Dey et al., 2013). Estudos relatam um aumento na expressao de IL-1B,
TNF-a e IL-6 em diversas areas encefalicas apds aplicacdo de modelos experimentais
de convulsdo tanto na geracdo como na propagacgéo das crises convulsivas (Vezzani et
al., 2008). Citocinas sintetizadas na micrdglia e nos astrdcitos tém sido relacionadas a
disfungéo astrocitaria, ao dano a BHE, a modulacdo do funcionamento de receptores e
canais ionicos, a liberacdo de neurotransmissores e a hiperexcitabilidade neuronal.
Todos esses processos favorecem a geracdo de convulsbes, neurodegeneracdo e
disfungbes neurologicas (Vezzani e Viviani, 2015). Por sua vez, a excitotoxicidade

gerada pelas convulsbes produz radicais livres que, associados as baixas nas defesas
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antioxidantes endogenas, podem ativar o processo inflamatorio caracterizando um
processo ciclico (Aguiar et al., 2012; Dey et al., 2013; Martinc et al., 2014).

Sendo assim, compostos capazes de reduzir o estresse oxidativo e a
neuroinflamagdo podem auxiliar no tratamento da epilepsia a fim de minimizar a
progressdo do processo epileptogénico. Os resultados deste terceiro estudo corroboram
com os da primeira parte desta tese, no qual o pré-tratamento com AR reduziu o dano ao
DNA e diminuiu a formacdo de radicais livres no cortex de camundongos submetidos
ao kindling induzido por PTZ e com o segundo artigo onde AR reduziu o dano ao DNA
induzido por PIL. Além disso, estes achados sugerem que a acdo neuroprotetora do AR
in vivo e in vitro contra o dano genotdxico pode estar relacionada ndo sé ao potencial
antioxidante deste composto como também com a capacidade de modular a ativacdo de

vias inflamatérias relacionadas ao dano neuronal.
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5. Conclusoes
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Os resultados apresentados nesta tese nos permitem concluir que:

- Algumas doses de AR e AC testadas reduziram o dano oxidativo e o dano ao
DNA no cortex cerebral produzidos pelo kindling induzido por PTZ, evidenciando uma

acdo neuroprotetora;

- Acido rosmarinico e AC n3o apresentaram efeito antiepileptogénico in vivo nas

doses testadas;

- Acido rosmarinico (4 mg/kg) potencializou o efeito do DZP ao aumentar a
laténcia para convulsdes induzidas por PTZ e ambos os compostos (nas doses mais
altas) reduziram a laténcia para o sono induzido por DZP, mostrando que AR e AC

potencializam a ativacdo GABAEérgica;

- O pré-tratamento com AR e AC reduziu o dano genotoxico gerado pela convulsdo
aguda induzida por PIL no cdrtex e no hipocampo, respectivamente; evidenciando um

efeito neuroprotetor contra o dano induzido por este convulsivante;

- Acido rosmarinico mostrou ser capaz de desviar a ativagdo microglial (in vitro) de

um estado pro-inflamatdrio para o estado anti-inflamatério relacionado a neuroprotecéo;

- O pré-tratamento com AR reduziu os niveis de radicais livres e mediadores pro-
inflamat6rios mostrando um efeito antioxidante e anti-inflamatorio deste composto em

células N9;

- O dano genotoxico induzido pela ativacdo da inflamacdo em células N9 foi
reduzido pelo pre-tratamento com AR, o qual parece promover este efeito através

inibicdo da apoptose.
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Tomados em conjunto, os resultados apresentados nesta tese predizem um efeito
neuroprotetor do AR e AC por reduzir o estresse oxidativo, a ativagdo de vias
inflamatorias e o dano genotdxico relacionados as crises convulsivas. No entanto, mais
estudos a fim de avaliar os mecanismos e o efeito destes compostos em outros modelos

se fazem necessarios.
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6. Perspectivas



Como perspectivas, consideramos pertinente avaliar o perfil farmacoldgico e
neuroprotetor do AR e do AC em outros modelos de convulsdo (como os modelos
quimicos de 4-aminopiridina, isoniazida e aminofilina). Tais modelos promovem a
resposta convulsiva por mecanismos diferentes aos promovidos por PTZ ou PIL,
podendo, portanto evidenciar respostas diferentes as encontradas nos trabalhos
apresentados nesta tese.

A avaliacdo de determinados parametros bioquimicos apds as convulsdes, como
peroxidacdo lipidica, nivel de nitrito e nitrato, superdxido dismutase, avaliagdo catalase,
glutationa peroxidase e avaliagdo da fun¢do mitocondrial, podem ser relevantes a fim de
complementar as informacdes a respeito do o perfil antioxidante de AR e AC.

Considerando-se que AR e AC diminuiram o dano genotdxico induzido por PIL, a
qual interfere indiretamente no sistema glutamatérgico, uma investigacdo mais
direcionada a esse sistema de neurotransmisséo talvez seja interessante, dependendo do

resultado que 0s novos experimentos em outros modelos convulsivos possam mostrar.

A investigacdo dos efeitos farmacoldgicos apds um tratamento crénico com estes
compostos € outro ponto a ser considerado, pois é possivel que AR e AC apresentem
efeito anticonvulsivante apenas apds um tratamento mais prolongado, mesmo que
alteracbes bioquimicas ja sejam possiveis de serem evidenciadas apds um tratamento

agudo.

E, finalmente, a observacdo de alteracBes astrocitarias e neuronais poderdo ser
avaliadas (atraves da medida de GFAP e NeuN), uma vez que grande parte das citocinas
liberadas no processo inflamatorio sdo provenientes dos astrocitos e que a neurogénese

constitui um importante processo para recuperacao das funcédo cerebral.
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