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RESUMO

AVALIACAO DO POTENCIAL ANTICONVULSIVANTE DO CARYOCAR
CORIACEUM WITTM

AUTORA: Cleide Correia de Oliveira
ORIENTADOR: Dr. Mauro Schneider Oliveira
CO-ORIENTADOR: Prof. Dr. Irwin Rose Alencar de Menezes

A epilepsia é uma doenca cronica que afeta aproximadamente 1-2% da populacdo
mundial, e € caracterizada pela ocorréncia de crises convulsivas espontaneas e
recorrentes que sao causadas por uma descarga anormal e sincronizacdo de
diferentes neurbnios. A epilepsia € considerada um dos problemas neurolégicos
mais frequentes, acometendo as pessoas independente da idade, sexo, cultura e
fator econdmico. Devido ao elevado numero de pacientes com epilepsia que
apresentam convulsdes refratarias aos farmacos disponiveis, torna-se importante a
busca por novas substancias com potencial anticonvulsivantes, e os produtos
naturais constituem uma fonte promissora de novos farmacos. Na parte mais
setentrional do nordeste brasileiro € encontrada a espécie Caryocar coriaceum
Wittm.(pequi), que exerce importante papel socio-econdmico na Chapada do Araripe
e circunvizinhangas nos Estados do Ceara, Pernambuco e Piaui, mas que carece de
estudos de atividade biologica. O objetivo desse estudo foi avaliar o potencial
anticonvulsivante da administragdo oral do Oleo fixo da polpa e do cariofileno,
componente presente na polpa de Caryocar coriaceaum Wittm, (pequi) em um
modelo de crise epiléptica em camundongos machos adultos da linhagem C57BL/6.
A administracdo oral do 6leo fixo da polpa do Caryocar coriaceum (100 mg/kg, v.0.)
mostrou uma atividade anticonvulsivante significativa contra convulsdes induzidas
por pentilenotetrazol (PTZ). Nenhum efeito adverso foi detectado sobre as funcdes
motoras nos testes do campo aberto, rotarod, nado forcado e reconhecimento de
objetos. No presente estudo verificou-se que o Oleo apresentou um potencial
antioxidante eficaz em um método de reducao de radicais livres (DPPH - 2,2-difenil-
1-picrilhidrazila). Esta atividade antioxidante pode contribuir para o efeito
anticonvulsivante do dleo fixo. Além disso, o (-cariofileno (100 mg/kg, i.p.) aumentou
a laténcia para as crises mioclonicas induzidas por PTZ, sem causar alteracbes na
performance dos animais no teste do campo aberto, nado forcado e rotarod.
Entretanto, este composto natural melhorou o desempenho dos animais no teste do
reconhecimento de objetos. O B-cariofileno ndo afetou as mudancas induzidas por
PTZ sobre os marcadores de estresse oxidativo (aumento de TBARS e diminuicao
nos niveis de NPSH). Portanto, com base nos resultados obtidos, podemos sugerir
que o o6leo fixo da polpa e o B-cariofileno apresentam potencial anticonvulsivante,
embora estudos complementares devem ser desenvolvidos para avaliar o
mecanismo dos efeitos observados e sua seguranca.

Palavras-chave: Produtos naturais. Caryocar coriaceaum Wittm. Cariofileno.
Epilepsia. Convulséo.



ABSTRACT

POTENTIAL EVAULUAL ANTICONVULSANT CARYOCAR coriaceum WITTM

AUTHOR: Cleide Correia de Oliveira
ADVISOR: Dr. Mauro Schneider Oliveira
CO-ADVISOR: Prof. Dr. Irwin Rose Alencar de Menezes

Epilepsy is a chronic disease that affects approximately 1-2% of the world population
and is characterized by the occurrence of spontaneous recurrent seizures that are
caused by an abnormal discharge and synchronization of different neurons. Epilepsy
is one of the most frequent neurological disorders and affects people regardless of
age, gender, culture and economic factor. Since a significant number of patients with
epilepsy present seizures refractory to available anticonvulsant drugs, it becomes
important to search for new substances with anticonvulsant potential, and natural
products are a promising source. In the most sententrional portion of the Brazilian
Northeast is found the Caryocar Coriaceum Wittm-pequi species, which plays an
important socio-economic role in the Araripe plateau and surroundings, in the states
of Ceara, Pernambuco and Piaui, but studies for its biological activity are only a few.
The main purpose of this study is to evaluate the anticonvulsant potential of the fixed
oil from the pulp of Caryocar Coriaceum Wittm and of the -caryophyllene which is
present in the fruit pulp in a model of epileptic seizures in C57BL/6 mice.
Administration of the fixed oil from the pulp of the Caryocar Coriaceum (100 mg/kg,
v.0.) resulted in a anticonvulsant activity against myoclonic seizures induced by
pentilenotetrazol (PTZ). No adverse reaction on the motor functions was detected in
the open field, rotarod, forced swimming or object recognition tests. We verified that
the oil presented an efficient antioxidant potential in a free radical reduction method
(DPPH, 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl). Such antioxidant activity may contribute to the
anticonvulsant effect of the fixed oil. The B-caryophyllene (100 mg/kg, i.p.) also
increased the latency to the mioclonic seizures induced by the PTZ, without changing
the animals performances in the open field test, forced swim or rotarod test.
Nevertheless, this natural compound increased the mice performance in the object
recognition test. The B-caryophyllene did not affect the changes induced by PTZ on
the oxidative stress markers (TBARS increase and decrease of the levels of NPSH).
Based on the present results, it can be suggested that the fixed oil from the pulp of
Caryocar Coriaceum Wittm and [-caryophyllene display anticonvulsant potential.
Complementary studies must be carried out to evaluate the safety and underlying
mechanisms of the anticonvulsant effects.

Key words: Natural products. Caryocar coriaceaum Wittm. - Caryophyllene.
Epilepsy. Seizure
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1 INTRODUCAO

Ha um tempo em que € preciso abandonar as
roupas usadas, que ja tem a forma do nosso corpo,
e esquecer 0S nossos caminhos, que nos levam
sempre aos mesmos lugares. E o tempo da
travessia: e, se nao ousarmos fazé-la, teremos
ficado, para sempre, & margem de nGs mesmos.

Fernando Pessoa
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1 INTRODUCAO

Ao longo da historia a epilepsia foi considerada uma doenca provocada por
causas sobrenaturais, e por séculos pessoas com epilepsia foram mantidas
afastadas do meio social (MARCHETTI et al., 2005). Assim como a loucura e as
doencas contagiosas a epilepsia sempre foi uma doenca estigmatizada, e em
decorréncia disso muitos pacientes com epilepsia sao vitimas de preconceito
(MOREIRA, 2004). A epilepsia € uma das doencas neuroldgicas mais frequentes e
graves que afeta o paciente de forma progressiva e crbnica, e segundo a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a epilepsia € uma doenca grave que afeta
50 milhdes de pessoas em todo o mundo, em todas as idades (WHO, 2012;
DICHTER, 2007).

A caracteristica marcante da epilepsia é a ocorréncia de crises epilépticas
recorrentes e espontaneas, que sao causadas por uma descarga anormal de
neurbnios presentes em diferentes areas do encéfalo (SANDER 2003; FISCHER
etal., 2005; LOCHER, 2011). Mais especificamente, a Liga Internacional de
Epilepsia (International League Against Epilepsy - ILAE) define a epilepsia como
uma doenca cerebral causada pela predisposicdo a gerar crises epilépticas, pelas
consequéncias neurobiolégicas, cognitivas, psicossociais e sociais da condicao
(FISHER et al., 2014). E um sério problema de satde acometendo individuos em
todas as idades, racas e classes socioeconémicas (GUERREIRO et al., 2000), e em
decorréncia de crises epilépticas e alteragdes comportamentais e/ou motoras
acarretam enorme prejuizo a qualidade de vida dos pacientes afetados e suas
familias (BEN-MENACHEM et al., 2007).

Nos paises desenvolvidos, a prevaléncia da epilepsia esta em torno de 0,5%
a 0,7% da populacédo, e nos paises em desenvolvimento, em torno de 1,5% a 2% da
populacdo (NETO e MARCHETTI, 2005). Nos paises em desenvolvimento as
causas da epilepsia sdo em uma grande parte atribuiveis a doencas parasitarias
(principalmente neurocisticercose), infec¢des intracranianas virais ou bacterianas,
traumatismo cranioencefalico (TCE) e doencas cerebrovasculares (SENANAYAKE,
1993; GOMES, 1994; SCOTT, 2001). A doenga infecciosa do sistema nervoso
central (SNC) é uma causa importante de foco epileptogénico perfazendo 3% de
todas as causas de crises convulsivas, sendo que 22 a 33% das pessoas com

cisticercose podem manifestar crises epilépticas. Estudos epidemiolégicos mostram
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gue até 80% dos pacientes com malaria apresentam convulsdes durante a
inflamacdo aguda. Além disso, pacientes com encefalite causadas por diversos
agentes apresentam convulsdes, que podem persistir mesmo apos eliminacdo do
agente infeccioso e sdo atenuadas com o tratamento com anti-inflamatorios (HAUSE,
1975; SINGH e PRABHAKAR, 2008).

Apesar do sucessivo desenvolvimento de novos farmacos antiepiléticos
(AEDSs) nas ultimas décadas, a procura por novas terapias com uma melhor eficacia
e tolerancia permanece como um objetivo importante. Sistemas terapéuticos
monoterapicos com anticonvulsivantes promovem o controle das convulsées em
aproximadamente 70 a 80% dos pacientes, porém, um numero significante de
pacientes, em tono de 20 a 30%, continua a apresentar convulsées nao-controlaveis,
mesmo com 0 uso de varios farmacos (SANDER, 1993; BEN-MENACHEM et al.,
2007). Assim, o entendimento dos mecanismos de indugcdo e manutengcdo de
convulsdes € importante para a descoberta e o desenvolvimento de novos farmacos
anticonvulsivantes, dependendo fortemente do uso pré-clinico de modelos animais
para estabelecer primeiramente a eficacia e a seguranca antes dos primeiros testes
em humanos (LOSCHER, 2011).

Considerando a perspectiva histérica € possivel observar que os produtos
naturais assumem papel relevante para a descoberta de novas farmacos, estando
presentes ao longo da evolugdo da humanidade como ferramentas para cura e
tratamento de doencas (NEWMAN et al., 2003). De fato, apesar dos grandes
avancos tecnologicos e novas formas de tratamento propostas nas ultimas décadas,
as plantas medicinais continuam sendo muito utilizadas, e estima-se que cerca de
25% a 30% de todas as farmacos avaliadas como agentes terapéuticos sao
derivados de produtos naturais (CALIXTO, 2005; VEIGA-JUNIOR e MELLO, 2008).
Nesse contexto, a Organizagdo Mundial de Saude (OMS) acredita que a pratica do
uso de plantas medicinais é tida como uma das principais opc¢des terapéuticas para
aproximadamente 80% da populacdo mundial (PINTO, 2002).

As plantas medicinais tém um importante papel ndo s6 na saude mundial,
mas também no Brasil, em particular no Nordeste Brasileiro, onde o uso de plantas
para fins medicinais e preparacdes caseiras assume um importante papel para o
tratamento das doencas da populacéo, devido a fatores culturais, fatores como a

escassa disponibilidade de acesso aos servicos de saude e a riqueza da
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biodiversidade contribuem para a busca de terapias alternativas ou complementares
a partir de produtos naturais (MATOS, 2007).

Na regido do nordeste, o estado do Ceard possui a unica area de cerrado
preservada que esta situada na Chapada do Araripe, dentro da &rea da Floresta
Nacional do Araripe (FLONA Araripe), correspondendo a 10.618,75 km2, cerca de
27% da area total da FLONA Araripe (www.ibama.gov.br/recursosflorestais/araripe).
O cerrado da Chapada do Araripe é uma disjuncao situada a altitude de 800 a 900m,
encravado no dominio semiarido da caatinga. Esta regido apresenta uma vegetacao
bastante diversificada, variando de acordo com as condi¢fes climaticas da regiéo,
predominando um cerrado (formacao florestal do bioma cerrado que apresenta um
tipo denso de vegetacédo) localizado nas confluéncias dos Estados de Pernambuco,
Ceara e Piaui, abrangendo uma éarea de 1.050.000 hectares, distribuidos em 35
municipios, onde vivem cerca de 700.000 mil habitantes (ACEP, 1999).

Dentre as espécies arboreas encontradas na biorregido do Araripe, destaca-
se o Caryocar coriaceum Wittm, que € de grande importancia econdmica para a
regido (LIMA et al., 1984). O Caryocar coriaceum é uma arvore, que contém um
tronco grosso com cerca de 2m de diametro e 12 a 15m de altura, conhecido
popularmente como Pequi, uma palavra indigena que significa que seu endocarpo é
coberto por inimeros espinhos delgados (MATOS, 2007).

O oleo do Pequi é utilizado na medicina popular para diversas condic¢oes,
incluindo tratamento de bronquite, rouquidao, tosses, gripes, resfriados, contusoes,
dores de garganta, musculares e reumaticas (SILVA e MEDEIROS FILHO, 2006;
MATOS, 2007). Também séo atribuidas ao Pequi propriedades estimulantes da
producao de bile (SANTOS et al., 2004), bem como afrodisiacas, antiabortivas, anti-
inflamatorias (OLIVEIRA, CARTAXO e SILVA, 2007) e antioxidantes (MIRANDA-
VILELA et al., 2008).

Considerando o potencial uso do Pequi como fonte de novos farmacos, a
literatura ainda é escassa em informacdes sobre suas acdes biolégicas, mas
progressos importantes tém sido feitos. De fato, foi demonstrado que a aplicacéo
topica do dleo fixo da polpa do Pequi acelera o processo de contracdo de incisdo na
orelha de ratos, sugerindo um aumento na velocidade de reparo da lesdo (QUIRINO
et al.,, 2009). Além disso, foi demonstrado que as lesbes gastricas induzidas por
etanol e acido acetilsalicilico foram prevenidas pela administracédo oral de o6leo fixo

da polpa do Pequi (QUIRINO et al., 2009). Adicionalmente, foi demonstrado que o
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Oleo fixo da polpa do Pequi apresenta atividade anti-inflamatéria topica significativa
contra uma série de agentes quimicos aplicados na orelha de camundongos
(SARAIVA et al., 2011). A atividade anti-inflamatoria foi caracterizada por redugcao no
edema de orelha induzido por 6leo de croton ou &cido araquidénico e diminuicdo da
migracdo de células inflamatoérias (neutréfilos polimorfonucleares) (SARAIVA et al.,
2011). Em conjunto, estes estudos demonstram que o 6leo fixo da polpa do Pequi
apresenta um potencial anti-inflamatério significativo, e sugerem que o mesmo pode
ter outras atividades bioldgicas importantes.

Diversos dados clinicos e experimentais indicam uma associacdo estreita
entre inflamac&do no sistema nervoso central e a ocorréncia de convulsdes, e 0s
mediadores da inflamacdo como agentes provaveis deste mecanismo de
excitabilidade aumentada. Além disso, farmacos utilizados clinicamente como anti-
inflamatorios também podem possuir acdo anticonvulsivante (MELLO E OLIVEIRA;
2014). Considerando este ponto, e na luz dos efeitos anti-inflamatorios ja descritos
na literatura para o Oleo fixo do Pequi, o presente estudo foi realizado para investigar
0 potencial anticonvulsivante desta preparacdo e do B-cariofileno constituinte da
polpa do Pequi em um modelo experimental amplamente utilizado na descoberta de

Novos compostos com atividade anticonvulsivante.



2 OBJETIVOS

Somos constituidos da mesma
substancia de que

sao feitos os sonhos e a
nossa vida esta rodeada

pela inconsciéncia.

William Shakespeare
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial anticonvulsivante do 6leo fixo da polpa do Pequi e do B-
cariofleno no modelo experimental de crises epilépticas induzidas por

pentilenotetrazol (PTZ) em camundongos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 - Determinar se o 6leo fixo da polpa do Caryocar coriaceaum Wittm. apresenta
atividade antioxidante no teste do DPPH (difenil-picril-hidrazina).

2 - Avaliar o potencial anticonvulsivante do o6leo fixo da polpa do Caryocar
coriaceaum Wittm.e do B-cariofileno no modelo experimental de crises epilépticas
agudas induzidas por PTZ em camundongos.

3 - Determinar o efeito da administracdo do Oleo fixo da polpa do Caryocar
coriaceaum Wittm. de [-cariofileno de B-cariofileno sobre o desempenho dos
camundongos nos testes de campo aberto, reconhecimento de objetos, rotarod e
nado for¢ado.

4 - Determinar se a administracdo de [(-cariofileno protege do estresse oxidativo

apos as crises epilépticas agudas induzidas por PTZ em camundongos.



3 REVISAO DA LITERATURA

Palavra puxa palavra, uma ideia traz outra, e assim
se faz um livro, um governo, ou uma revolugéo,
alguns dizem mesmo que assim é que a hatureza
compds as suas espécies.

Machado de Assis
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3 EPILEPSIA
“Os homens consideram a epilepsia divina
simplesmente porque ndo a compreendem. Mas, se
chamassem de divino tudo aquilo que ndo
compreendem, ora, as coisas divinas nao teriam fim”.
Hipdcrates de Coés (460-377)
3.1 HISTORICO

A historia da epilepsia vem recheada de crengas e indicativos de possessfes
demoniacas ou acumulos de humores do mal, no qual na antiguidade era
considerada uma doenca provocada por causas sobrenaturais. Em decorréncia
disso ainda hoje os portadores dessa doenca sdo vitimas do preconceito assim
como a loucura, perpetuando essas ideias, fato este que colabora com a resisténcia
de inimeros portadores da epilepsia ha admisséo do diagndstico como também para
realizarem o tratamento de forma adequada.

Por séculos, os individuos portadores de epilepsia foram mantidos afastados
do convivio da sociedade (MARCHETTI et al.,, 2005). Na Roma Antiga, essas
pessoas eram evitadas, pois acreditava-se que a doenca era transmitida através do
contagio (MASIAS, 2000; CANTILINO; CARVALHO, 2001). Galeno (131 d.C.)
afirmava que as crises convulsivas eram reguladas de acordo com o ciclo lunar,
apesar de considerar suas causas imediatas como “humorais” ou tdxicas, e crises
relacionadas a masturbacéo e sexo (CANTILINO; CARVALHO, 2001).

O principal documento no Egito Antigo que trata da neurologia, o Papiro de
Smith, datado por volta de 1700 a.C, relata crises convulsivas nos trechos em que

descrevem individuos com ferimentos na cabeca (SILVA et al., 2004). Essa primeira

descricdo do que parece ser um ataque epiléptico esta escrito na linguagem
Acadiano, lingua utilizada na regido da Mesopotamia. O autor descreve um paciente
com sintomas assemelhando-se a epilepsia: “0 pescoc¢o vira a esquerda, as maos e
0S pés sao tensos e os olhos bem abertos, e de sua boca espuma esta fluindo sem
gue tenha qualquer consciéncia” (LABAT, 1951). O documento chama-se Sakikku,
descreve uma suposta possessdo demoniaca relacionada aos deuses da Lua, que

pelas caracteristicas da descricdo sugere a ocorréncia de uma crise epilética
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(MAGIOKINIS; SIDIROPOULOU et al., 2010), enfatizando a natureza sobrenatural
da epilepsia com cada tipo de crise, associado com o nhome de um espirito ou Deus,
geralmente do mal, o que explica a etimologia do nome epilepsia, do grego
epilambanein, que significa tomar, capturar, possuir. O tratamento era entdo um
assunto espiritual. Esse manuscrito registra, de forma detalhada, diferentes tipos de
crises de epilepsia que séo reconhecidos hoje (MOREIRA, 2004; ENGEL e PEDLEY,
2008).

Na Grécia Antiga quando alguém tinha uma crise epilética durante a
realizacdo das assembleias populares (antigos comicios) 0 evento era
imediatamente interrompido, pois a ocorréncia da crise significava um sinal de
descontentamento dos deuses. Nesse contexto, a epilepsia era denominada de Mal
Comicial (VALE, 2008). Na cidade de Delfos, as Pitonisas (sacerdotisas do Templo
de Apolo) eram vitimas de crises convulsivas ap0s sairem de seus Oraculos,
levando Platdo a chamar este mal de Morbus Divinus, ou seja, o Mal Divino (SEIXAS,
1922).

Na historia da medicina chinesa, o primeiro documento conhecido sobre a
epilepsia apareceu no livro classico de medicina interna do Imperador Amarelo-
Huang Di Ching, escrito por um grupo de médicos por volta de 770 a 221 a.C. A
primeira classificagdo da epilepsia na medicina chinesa foi feita em 610 d.C (LAl
et al., 1991).

Na Idade Média, como a epilepsia era considerada um fenémeno de
fisiopatologia desconhecida, atribuia-se a ela como causa a feiticaria, pois pregava-
se que toda doenca de origem desconhecida devia ser causada pela feiticaria. A
égide da religido sobre a sociedade da época impedia que a medicina avancasse
nesse campo e até entdo, ndo apresentava ainda respostas pertinentes para a
doenca com referéncia tanto a fatores causais como ao tratamento (MOREIRA,
2004). As acdes sobre a epilepsia se resumiam a exclusdo da sociedade e
peniténcia espiritual através da Santa Inquisicdo, que perseguia e condenava a
fogueira (“Nau dos Loucos”) os hereges, atingindo assim os loucos e portadores de
crises epilépticas (MOREIRA, 2004). Em 1494, foi lancado o manual de cacar bruxas,
Malleus maleficarum, escrito por dois frades dominicanos vinculados a Inquisicéo
Catodlica. Constava-se que a presenca de crises epilépticas era uma caracteristica
de feiticaria, e a orientacdo contida neste manual levou a perseguicédo, tortura e a
morte de mais de cem mil mulheres, concluindo-se que varias delas eram portadoras
de epilepsia (MASIAS, 2005).
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Por volta de 400 a.C., na Grécia antiga, HipOcrates afirmou que a epilepsia
nao era nem sagrada nem divina, mas um distarbio do cérebro, com suspeita de que
sua origem fosse hereditaria, embora ainda se acreditasse que a doenca estava
relacionada a aspectos misticos (MOREIRA, 2004). Os escritos da época foram os
primeiros a atribuir causas fisicas para as doencas neuroldgicas, identificando o
cérebro como local-chave para o entendimento do comportamento humano (GOMES,
1997).

Somente a partir do século XVIIl, as concep¢cBes sobre a epilepsia
comecaram a modificar-se, ganhando conceitos diferentes dos sobrenaturais. Porém,
dado o forte estigma ligado a possessao e a evidéncia da lua, que a sociedade da
época ainda acreditava influenciar nos corpos humanos com doencas por ela
produzidas, essas concepc¢Oes espirituais ndo foram totalmente sobrepujadas
(MOREIRA, 2004).

A visdo da epilepsia como influéncias ocultas ou mas abrangeu partidarios até
mesmo na medicina durante os tempos antigos. Consequentemente foram prescritos
tratamentos magicos ou religiosos, algumas praticas que persistem até hoje em
parte da populacéo leiga (MASIA, 2000). No entanto, Masias (2000), afirma que foi
durante o lluminismo que a epilepsia comecou a ser considerada de forma mais
fisica do que sobrenaturais, isso devido a ajuda de avancos da anatomia, patologia,
guimica, farmacia e fisiologia. No renascimento, houve a tentativa de definir a
epilepsia como uma manifestacdo de doenca fisica em lugar de uma manifestacéo
sobrenatural (MASIA, 2000). A evolu¢cdo do conhecimento sobre o transtorno é
pontificado por nomes como Hipécrates, Galeno, Arateus, Avicena, Paracelsus,
Willis, Boerhaave e Tissot (GOMES, 2006).

O século XIX foi marcado por muitos avancos nas ciéncias biolégicas. Sob a
marca do positivismo, estudos no campo da filosofia e da neurofisiologia, foram
consolidados, repercutindo nos estudos das patologias cerebrais, dentre elas a
epilepsia (MOREIRA, 2004). Entretanto, no inicio do século XX acreditava-se que a
epilepsia era transmitida através da respiracdo. Portanto, nesse periodo foi
preconizado a vacinacao contra o Bacilo Epilepticus (YACUBIAM, 2000).

O século XX foi marcado pela evolucdo nas técnicas diagnoésticas com o
advento do Eletroencefalograma, da Ressonancia Magnética e da Tomografia
Computadorizada, além de outros exames como o SPECT (Single Photon Emission

Computed Tomography) cerebral e o PET (Positron Emission Tomography), esses
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dois ultimos menos difundidos no Brasil. Essas técnicas possibilitaram diagndésticos
mais precisos, o que é de grande valia para que o tratamento instituido seja eficaz,
controlando as crises ou até levando a cura da doenca, pois, é a partir da precisao
do diagnostico que se pode nortear qual a melhor adequacdo na terapéutica
medicamentosa a ser ministrada (MOREIRA, 2004).

Os avancos cientificos ao longo dos tempos foram muitos. No entanto, outros
desafios sdo impostos para a atencdo aos pacientes epiléticos, devido que nos dias
atuais os pacientes portadores de epilepsia se deparam em suas vidas com 0
chamado “duplo estigma”, frequente relagdo atribuida com a doengca mental,
também estigmatizada. Este estigma imposto sobre pessoas com epilepsia afeta as
suas familias, vida social, emprego, perspectivas conjugais e autoestima, o que faz
com que os portadores de epilepsia comumente escondam 0 seu problema
(MARCHETTI; CASTRO; KURCGANT et al., 2005).

3.2 EPILEPSIA — CONCEITOS GERAIS

Etimologicamente, epilepsia significa epi (0 que esta acima) e lepsis (abater),
ou seja, abater por cima, em referéncia a ideia difundida na Idade Média de que
gualquer alteracdo do comportamento se deva a influéncia demoniaca. Pela mesma
razdo, também conhecida como mal sagrado, mal hediondo, mal demoniaco, mal
lunatico, mal comicial (na época de Plinio, durante os comicios publicos, alguns
epilépticos tinham crises convulsivas) (OLIVEIRA et al., 2009).

A definicho mais amplamente aceita € a classificacdo internacional de
sindromes epilépticas, aprovada pela Liga Internacional Contra a Epilepsia
(International League Against Epilepsia - ILAE) na década de 1960 e que foi
revisada mais recentemente em 2014. Assim, a epilepsia € considerada uma doenca
cerebral definida por qualquer uma das seguintes condi¢des: 1. Pelo menos duas
crises epilépticas espontaneas (ndo provocadas) ocorrendo com mais de 24 horas
de intervalo; 2. Uma crise ndo provocada e uma probabilidade de novas crises
semelhantes ao risco geral de recorréncia apés duas crises espontaneas (cerca de
60% ou mais), ocorrendo ao logo dos préximos 10 anos; 3. Diagnéstico de sindrome
epilética (FISHER et al., 2014).

Adicionalmente ao conceito de epilepsia descrito acima, € importante

mencionar que oS termos crise e convulsdo s&o muitas vezes erroneamente
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considerados sinbnimos de epilepsia. Eles se referem a episédios paroxisticos
recorrentes de disfuncdes do cortex cerebral que se manifestam como alteracdes do
comportamento estereotipado. De acordo com o grupo neuronal que dispara, as
manifestagcbes podem ser variadas, desde abalos motores dramaticos até
fenbmenos de experiéncias pouco discerniveis pelo observador (BERG et al., 2010).

O termo convulsao refere-se mais especificamente a alteracéo transitéria do
comportamento recorrente do disparo ritmico, sincrénico e desordenado de
populagcdes de neurbnios cerebrais (BRUNTON, 2006). As manifestacdes
comportamentais de uma crise convulsiva, geralmente, sdo determinadas pelas
funcdes habituais do local do cértex no qual se origina a convulsdo. Por exemplo,
uma convulsdo que envolva o cortex motor se associa a um abalo clénico da parte
do corpo controlada por essa regido cortical. A convulsdo parcial simples esta
associada com a preservagao da consciéncia, enquanto que a convulsao parcial
complexa estd associada com o comprometimento da consciéncia. A maioria destas
ultimas tém origem do lobo temporal. Entre as convulsdes generalizadas tem-se a
crise de auséncia, a convulsdo mioclénica e a convulsdo tonico-clénica como
exemplos (GOODMAN e GILMAN, 2003).

A classificacdo de crises epilépticas foi padronizada pela Liga Internacional
contra a Epilepsia (International League Against Epilepsia - ILAE), a partir da década
de 1960 culminando com a classificacdo mais atual, proposta durante o 29°
Congresso Internacional de Epilepsia, em agosto de 2011, pela Comissdo de
Classificacao e Terminologia da ILAE (ILAE, 2011 — Figura 1). Nesse contexto, as
epilepsias podem ser classificadas a partir dos tipos de crise, sendo crise focais ou
generalizadas, baseados na sua descricdo e achados eletroencefalograficos. Com
relacdo a etiologia, Berg e Scheffer (2011), faz uma divisdo em trés categorias:
epilepsia genética, que se aplica as epilepsias que sdo resultados direto de um
defeito genético (gene ou mecanismo identificado) ou ainda a sindromes
eletroclinicas, nas quais estudos de gémeos ou de segregacao familiar mostram
evidéncia reprodutivel de base genética, como por exemplo, nas canalopatias;
epilepsia estrutural/metabdlica, a qual € secundaria a condi¢cdo estrutural ou
metabdlica, que eventualmente pode ter causa genética conhecida ou nao; epilepsia
de etiologia desconhecida inclui os casos em que, até o0 momento, a causa néo foi

identificada pelos métodos diagnadsticos.
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Figura 1: Diagrama resumo da Revisdo terminolégica para organizacao de crises e
epilepsias da ILAE de 2010 divulgado durante o 29° Congresso da ILAE/IBE em
agosto de 2011 (ILAE, 2011).
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Fonte: 29° Congresso da ILAE/IBE, 2011.

3.3 ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS E COMORBIDADES DA EPILEPSIA

Ha uma estimativa mundial de que, pelo menos, 65 milhdes de pessoas vivem
com epilepsia, tornando-a terceira doenca neuroldgica mais comum, apds somente
do acidente vascular cerebral (AVC) e de doenca de Alzheimer (PITANEN e
LUKASIUK, 2009; THURMAN et al., 2011).
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A incidéncia da epilepsia varia de acordo com idade, sexo, raga, tipo de
sindrome epiléptica e condicBes socioecondmicas. Nos paises desenvolvidos, a
prevaléncia da epilepsia esta em torno de 0,5% a 0,7% da populacédo, e nos paises
em desenvolvimento, em torno de 1,5% a 2% da populagcdo (NETO & MARCHETTI,
2005). De acordo com Marchetti e Neto (2005), as taxas anuais de incidéncia séo
maiores nos paises em desenvolvimento devido a varios fatores, como a maior
ocorréncia de neurocisticercoses, ligadas aos problemas com saneamento basico,
ocorréncia de infec¢bes intracranianas, virais ou bacterianas, como também as
doencas cerebro-vasculares, entre outros.

O Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) afirmou que em 2007,
guando a populacdo brasileira era da ordem de 177.450.609 habitantes, a
prevaléncia da epilepsia no pais era de 1,7 a 1,8 milhdes de pacientes com epilepsia
ativa e que, pelo menos, 9 milhdes de pessoas ja apresentaram crise epiléptica
alguma vez na vida (GALLUCCI e MARCHETTI, 2005).

De acordo com Ferreira e Silva estima-se que a mortalidade global dos
individuos acometidos por epilepsia seja duas ou trés vezes superior a da populacéo
geral. As causas para esse elevado indice de mortalidade podem ser relacionadas a
epilepsia propriamente dita como, morte subita e inexplicavel, o estado epiléptico, a
pneumonia aspirativa, o trauma e o afogamento acidental. Além de poder estar
relacionado a doenca subjacente como, neurocisticercose e tumor cerebral, ou ao
tratamento (intoxicacdo) (FERREIRA; SILVA, 2009).

Também € importante ressaltar que a presenca de transtorno mentais
associados a epilepsia é um fator significativo que interfere na qualidade de vida
(VIIKISALO et al., 2000). Os transtornos mentais associados a epilepsia pioram a
capacidade de adaptacéao profissional (MARCHETTI, et, al; 2003).

A prevaléncia de transtornos depressivos em pacientes com epilepsia é
significativa. Entre 15% e 60% de individuos que sofrem de epilepsia, padecem
também de depressao, uma incidéncia 17 vezes maior que na populacédo geral e 5 a
7 vezes maior que entre aqueles que sofrem outras doencas cronicas, inclusive
neurolégicas. Além disso, o risco de suicidio cerca de 9 vezes maior que na
populacdo geral (PARADISO, 2001; HARDEN, 2002; KANNER, 2002; HAJSZAN
et al., 2006).

Pacientes com epilepsia também apresentam uma maior prevaléncia de

alteracbes comportamentais e transtornos psiquiatricos associados em relacdo a
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populacdo geral (SWINKELS, 2005). Apresentam também transtorno psiquiatrico
mais graves, como o transtorno afetivo bipolar e a esquizofrenia, cuja sintomatologia
pode ser considerada semelhante aquela de pacientes sem epilepsia
(KRISHNAMOORTHY, et al 2007). Em estudos no Brasil de pacientes com epilepsia
e psicoses associadas, observaram que antes do inicio do quadro psicético uma
parcela de 63% dos pacientes estava ocupada de forma regular com suas atividades
profissionais (MARCHETTI et al., 2003).

3.4 FARMACOS ANTICONVULSIVANTES

A histéria das medicacdes anticonvulsivantes ou farmacos antiepilépticas
(DAEs) possui dois marcos iniciais importantes, quando Locock em 1857,
reconheceu a agao anticonvulsiva do bromo e, em 1912, Hauptmann, a do
fenobarbital. Mas foi somente em 1945 que Toman e Taylor chegaram a concluséo
de que, por multiplas razbes biolégicas de carater tedrico ou pratico, ndo era
possivel desenvolver um farmaco antiepiléptico que controlasse todas as formas de
crises e que fosse util para todos os pacientes com epilepsia. Seguiu um novo
periodo para o desenvolvimento, novas farmacos, até os anos 1970, quando a
carbamazepina, o acido valpréico e algumas benzodiazepinas foram aprovados. Ja
em 1990, aproximadamente dezesseis farmacos anticonvulsivantes estavam
disponiveis e atualmente, mais de vinte farmacos anticonvulsivantes encontram-se
disponiveis (BIALER e WHITE, 2010).

Dentre o0s anticonvulsivantes disponiveis atualmente, 0s principais
mecanismos de acado incluem potencializacdo da acdo do GABA e inibicdo dos
canais de sédio e de canais de célcio (RANG et al., 2007) sugerindo que a inibicao
de sistemas de neurotransmissores excitatérios ou ativacdo dos sistema de
neurotransmissores inibitérios produz acao anticonvulsivante. (LASON et al., 2011).

Contudo, deve ressaltar que ndo existe um Unico medicamento
anticonvulsivante ideal para tratamento de primeira linha para todos os pacientes, e
a escolha deve levar em consideracdo o tipo de crise e outras caracteristicas, tais
nercontexto, o objetivo fundamental do tratamento da epilepsia é abolir as crises
com um minimo de efeitos adversos mas somente cerca de 70% dos pacientes
conseguem o controle das crises (LEE 2014). A selecdo da DAE apropriada

depende primariamente do tipo de crise presente, bem como das caracteristicas
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individuais da droga, incluindo farmacocinética e efeitos colaterais (SHNEKER e
FOUNTAIN, 2003 GUERREIRO, 2006). Fatores como intervalo de dosagem e custo
também sdo importantes, visto que a epilepsia geralmente requer tratamento por
toda a vida (BEN-MENACHEM et al., 2010).

O aparecimento de efeitos adversos das DAE afeta fortemente a qualidade de
vida dos pacientes. Pacientes com epilepsia, comumente reportam
comprometimento de memoaria e aprendizado, problemas de atencéo e concentracao,
lentiddo para processar informagdes recebidas, diminuicdo da velocidade
psicomotora e déficit de linguagem decorrentes do tratamento farmacoldgico
(PERUCCA; CARTER; VAHLE; et al., 2009). Além disso, Borges, Borges, Santos et
al. (2010) enfatizam o dano neuroldgico coexistente e as dificuldades psicossociais
enfrentadas pelos pacientes, os quais ndao sao abolidos apenas com o tratamento
medicamentoso. Os fatores psicolégicos resultantes desta situagdo promovem a
exclusdo social, exigindo um olhar mais amplo das politicas de salude voltadas a
essas pessoas. Nesse contexto, considerando que um grande nimero de pacientes
com epilepsia ndo respondem ao tratamento medicamentoso, e o0s problemas
associados com o uso dos anticonvulsivantes utilizados atualmente, surge a
necessidade da busca por novas farmacos com potencial anticonvulsivante e melhor

perfil de efeitos adversos.

3.5 MODELOS EXPERIMENTAIS DE CRISES EPILEPTICAS

Para elucidar e entender os mecanismos da epilepsia, bem como realizar a
busca por novos agentes anticonvulsivantes, sdo necessarios modelos
experimentais com a capacidade de reproduzir ou modelar caracteristicas da
epilepsia, visando o entendimento da fisiopatologia, dos mecanismos de inducao e
manutencdo das convulsbes e na elucidagdo dos mecanismos de acédo das
farmacos (LOSCHER, 2011). Os modelos animais atualmente disponiveis s&o
bastante utilizados para estudos da fisiopatologia do processo convulsivo por
reproduzirem alteracdes comportamentais, eletroencefalograficas e neuroquimicas
semelhantes a epilepsia em humanos (BEN-ARI; TREMBLAY; OTTERSEN, 1980).

Um esquema simplificado de classificagdo dos modelos animais

experimentais de crises epilépticas (convulsdes) e epilepsia é mostrado na figura 2.
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Figura 2: Visao geral dos modelos de crises epilépticas ou de epilepsia, adaptado de

LOCHER, 2011.
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Fonte: LOCHER, 2011.

Dentre os modelos experimentais mais utilizados, cabe ressaltar o
eletrochoque maximo (LOSCHER, 1991) e os modelos quimicos, incluindo o PTZ
(VELISEK et al., 1992) e a pilocarpina (TURSKI e COLS., 1987).

O PTZ é um derivado tetrazol com atividade convulsivante consistente em
varias espécies, como ratos, camundongos, gatos, cdes e primatas, quando
administrado por via sistémica (FISHER, 1989; SECHI etal., 1997). Este
convulsivante € empregado como modelo quimico de crises convulsivas agudas,
induzindo convuls@es por inibir os canais de ion cloreto associados aos receptores
GABA-A (LOSCHER, 1998), e é amplamente utilizado para estudos de mecanismos
de geracdo, manutencdo e término de crises epilépticas, bem como para o
desenvolvimento pré-clinico de novos compostos anticonvulsivantes (LOSCHER E

COLS., 2011). De fato, a modulagcédo das convulsfes induzidas por PTZ pode ser
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particularmente relevante para o desenvolvimento de novas farmacos
anticonvulsivantes, visto que a supressao das alteracdes eletroencefalograficas
induzidas por PTZ possui alto valor preditivo para farmacos clinicamente efetivas

contra crises generalizadas do tipo auséncia e ténico-clénicas (LOSCHER, 2011).



4 CARYOCAR coriaceum: UM FRUTO DA CHAPADA DO ARARIPE CEARA

Que os vossos esforgcos desafiem as impossibilidades,
lembrai-vos de que as grandes coisas do homem
foram conquistadas do que parecia impossivel.
Charles Chaplin
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4 CARYOCAR coriaceum (pequi): UM FRUTO DA CHAPADA DO ARARIPE
CEARA

O bioma é um conjunto de vida vegetal e animal, especificado pelo
agrupamento de tipos de vegetacdo e identificAvel em escala regional, com
condicbes geogréficas e de clima similares e uma histéria compartiihada de
mudancgas cujo resultado é uma diversidade biolégica prépria. A localizagédo
geografica de cada bioma € condicionada predominantemente pelos seguintes
fatores: temperatura, precipitacéo pluviométrica e pela umidade relativa, e em menor
escala pelo tipo de componentes do solo (VIEIRA e MARTINS, 1998).

A area de cerrados é encontrada nos estados de Goiés, Tocantins e Distrito
Federal, parte do estado da Bahia, Cear4, Maranhdo, Mato Grosso do Sul, Minas
Gerais, Piaui, Rondbnia e S&do Paulo, sendo que Mato Grosso compde 0 nucleo
central do cerrado. Ocorre também em areas disjuntas ao norte dos estados do
Amapa, Amazobnia, Para e Roraima e ao sul, em pequenas areas do Para (RIBEIRO
e WALTER, 1998; ALMEIDA et al., 1998).

No Nordeste Brasileiro, a maior concentracdo dos cerrados encontra-se nos
estados do Piaui e Maranhdo, ocupando o sudoeste e centro-norte do Piaui e
nordeste e centro-sul do Maranh&o, tendo uma é&rea estimada de aproximadamente
22 milhdes de hectares, o que representa 14% da area total nordestina (CASTRO
et al., 2007).

O cerrado da chapada do Araripe € uma disjun¢ao situada a altitude de 800 a
900m, encravado no dominio semi-arido da caatinga. Devido a maior altitude e,
consequentemente, sob maior precipitacdo e menor temperatura que na caatinga do
entorno, esse encrave caracteriza-se como habitat ilha (COSTA et al., 2004). Esta
protegido na area da Floresta Nacional do Araripe (FLONA Araripe), a Unica area de
cerrado preservada no estado do Ceara, sendo considerada pelo Ministério do Meio
Ambiente (MMA 1999) como de importancia prioritaria para a conservacao e carente
de investigacao cientifica (COSTA et al., 2001).

A area da Floresta Nacional do Araripe (FLONA Araripe), correspondendo a
10.618,75 ha, cerca de 27,5% da éarea total da FLONA-Araripe, conforme o IBAMA.
(www.ibama.gov.br/recursosflorestais/araripe). A Chapada do Araripe é um planalto
localizado dentro do dominio da Caatinga no nordeste brasileiro, mais precisamente

entre os estados do Ceard, Pernambuco e Piaui (CASTRO, 1996). Ela é uma regido
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de grande ocorréncia de Pequizeiros nativos, sendo localizada nas confluéncias dos
Estados de Pernambuco, Ceard e Piaui, abrangendo uma éarea de 1.050.000

hectares, (Figura 3 e 4) distribuidos em 35 municipios, onde vivem cerca de 700.000
habitantes (ACEP, 1999).

Figura 3 — Bacia Sedimentar do Araripe- Regido Nordeste Brasil
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Figura 4. Bacia Sedimentar da Chapada do Araripe Ce/cidades.
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4.1 CARACTERIZACAO BOTANICA DO PEQUI (CARYOCAR coriaceum WITTM)

s

Na parte mais setentrional do Nordeste Brasileiro é encontrada a espécie
Caryocar coriaceum, que exerce importante papel socio-econémico na Chapada do
Araripe e circunvizinhancas nos Estados do Ceara, Pernambuco e Piaui (OLIVEIRA
et al., 2008).

O género Caryocar L. compreende 16 espécies e pertence a Caryocaraceae,
uma pequena familia com ocorréncia na América do Sul e Central. Caryocar
Coriaceum Wittm. Que cresce naturalmente em regides secas da regido Nordeste do
Brasil, na Chapada Araripe Regido, Estado do Ceara (MATOS, 2007).

O Pequizeiro é uma planta arborea, com aproximadamente 12 a 15 m de
altura e com tronco tortuoso de casca aspera e rugosa, cinza escura, fendida, ramos
grossos, pertencente a classe Magnoliopsida (Dicotiledonae), ordem Guttiferales,
familia Caryocaraceae e ao género Caryocar L. (Figura 5) (FERRI, 1969). As folhas
pilosas sao formadas por trés foliolos com as bordas recortadas. As flores sao
grandes e amarelas, com multiplos estames, quatro estiletes, surgindo durante os

meses de setembro a dezembro.
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Figura 5. O Pequizeiro Caryocar coriaceum Wittm. Chapada do Araripe Ce.

Fonte: Oliveira et al., 2013

Etimologicamente, a palavra Pequi ou piqui em do tupi-guarani e significa”
fruto de pele espinhosa”, fazendo uma aluséo aos varios espinhos formadores de
uma pele protetora sobre a semente. Espécie tipica da regido do cerrado encontra-
se na Floresta Nacional do Araripe (FLONA) (VERA et al, 2007).

O Pequi é constituido pelo exocarpo ou pericarpo, de coloracdo esverdeada
ou marrom-esverdeada, mesocarpo externo, polpa branca com coloracdo pardo-
acinzentada e mesocarpo interno, que constitui a porcdo comestivel do fruto,
possuindo coloracdo amarelada, e separa-se facilmente do mesocarpo externo
guando maduro (Figura 6) (MELO JUNIOR et al., 2004).

O fruto (Pequi) € globoso, do tipo drupdide, formado por um epicarpo (casca)
verde-amarelado, que recobre de um a quatro pirénios, conhecidos como carogos;
(fig.6 A) o mesocarpo oleaginoso divide-se em externo (coridceo carnoso) e interno
(parte comestivel amarelo-carnoso ou polpa), (Fig 6B) envolvendo o endocarpo
lenhoso com espinhos delgados e agudos, sob o qual estd a améndoa branca ou
semente, carnosa e também oleaginosa (Fig 6 A). O endocarpo, que € espinhoso,

protege a semente ou améndoa, que € revestida por um tegumento fino e marrom,
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sendo também uma porgdo comestivel (fig 6 e 7A ).na figura (7 B) o prato tipico da
regido do Cariri - Ce (baido de dois) (MELO JUNIOR et al.,, 2004). O conjunto
mesocarpo interno, endocarpo espinhoso e semente constituem o pirénio (SILVA;
MEDEIROS-FILHO, 2006; MATOS, 2007). (Quadro 1)

Figrura 6 — Caryocar coriaceum (pequi) Os frutos sao drupaceos (A ), ja a direita
destacam-se os pirénios junto a drupa, mesocarpo interno (B) os pirénios cortados
transversalmente, mostrando a améndoa (B) Os frutos do Pequi.

(A) (B)

Fonte : (Oliveira et al., 2013).

Figura 7 — As flores sdo amareladas, com estames avermelhados e reunidas em
cachos terminais (A); lado esquerdo da ilustracéo, tem suas folhas (B); (C) os frutos
do Pequi (D) Prato tipico da regido (baido de dois) arroz com Pequi e feijao.

(A) (B)
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Figura 7 — As flores sdo amareladas, com estames avermelhados e reunidas em
cachos terminais (A); lado esquerdo da ilustracéo, tem suas folhas (B); (C) os frutos

do Pequi

Fonte : (Oliveira et al., 2013).

(D) Prato tipico da regido (baido de dois) arroz com Pequi e feijao.
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Quadro 1 — Constituigdo do fruto do Caryocar coriaceum

Partes do Fruto Subdivisao Diviséo
Casca Exocarpo Fino e de coloragéo verde
Polpa Mesocarpo Coriaceo e carnoso/de cor amarelo
claro ou braco creme.
Externo
Pirénios Putames Mesocarpo interno | Polpa comestivel amarelada e
(carocos) carnosa
Endocarpo Améndoa, semente ou castanha
envolvida por uma camada de
espinhos

Fonte : Adaptado de BRAGA, 1960; PAULA-JUNIOR, 2004; SILVA e MEDEIROS-FILHO, 2006

Em 100 g de polpa de Pequi, do Caryocar coriacen Wittm, foram encontradas
proteinas (2,64%), lipidios (20,00%), fibra bruta (13,00%), carboidratos (19,60%),
pectina (2,23%), tanino (0,17%), vitamina C (78,72%) e caroteno (7,46%) o que
equivale a 20.000 Ul de vitamina A, riboflavina (463 pg), niacina (387 ug) e minerais
(Na, Fe, Mn, Zn, Cu, Mg, K e P), com valor energético de 89 calorias (MATOS, 2007;

SANTOS et al., 2004). Quanto as caracteristicas fisicas da espécie Caryocar

coriaceum, em geral o peso médio do fruto é de 90,48 g, o da casca em 66,339 e

representando 73,31% do peso total do fruto. O peso médio da polpa € de 10,61% e
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o0 da améndoa 1,72%. A altura média do fruto é de 5,36 cm, e as médias dos
didmetros maior e menor sdo de 5,58 cm e 5,08 cm, respectivamente (OLIVEIRA,
20009).

O dleo fixo da polpa do Caryocar coriaceum € caracterizado por um teor
elevado de &cidos graxos insaturados (64,9%), sendo os acidos oléico (insaturado) e
palmitico (saturado) os componentes majoritarios. Outros componentes encontrados
sdo: acido palmitoleico (0,27%), acido estearico (1,73%), acido linoléico (1,80%),
acido heptadecendico (5,86%) e acido 1ll-eicosendico (0,37%) (SARAIVA et al
,2009).

J& os valores maximos e minimos de sélidos solUveis do Pequi (C. coriaceum,
Wittm) oriundos da Chapada do Araripe sdo 15,0 e 6,3° Brix, respectivamente com
média de 9,97° Brix, e os teores médios de agucares soluveis sdo de 3,33%
(OLIVEIRA et al., 2010).

O Caryocar coriaceum (pequi) apresenta teor médio de carotendides de 0,862
mg/100g, sendo assim, 0s carotendides Sao 0s principais responsaveis pela
coloragdo da polpa amarelada (OLIVEIRA et al, 2010). A importancia dos
carotendides vai além do seu papel pigmentante, enquanto alguns séo precursores
da vitamina A, outros exibem atividade antioxidante, sendo considerados compostos
funcionais ou bioativos. Evidéncias epidemiol6gicas demonstram que dietas ricas em
carotenodides encontram-se associadas a reducéao do risco de incidéncia cancer e
doencas cardiovasculares (BENDER, 2005).

4.2 IMPORTANCIA ECONOMICA DO CARYOCAR coriaceum

O Cariri produz 2,3 milhdes de toneladas de Pequi por safra, de janeiro a abril.
E esta producéo representa uma adicdo de recursos na regiao no valor de R$ 1,62
milndo. O Crato é o maior produtor de Pequi da regido com 1.684 toneladas. A
coleta do Pequi, caracteriza-se como uma atividade extrativista, sendo explorada na
area da Flona do Araripe e no chamado arisco, onde esta inserido o Sitio S&o Jose.
Além de mais saboroso, o Pequizeiro do arisco apresenta uma maior produtividade.
A safra comega mais cedo, proporcionado um melhor prego na producéo (VICELMO,
2007).
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Os frutos do Pequi vém sendo explorados de forma desordenada, nao
havendo relatos de plantios comerciais produtivos. Durante o periodo de safra do
Pequi, que ocorre dos meses de janeiro a marco, o fruto representa uma importante
fonte de renda para o agricultor que envolve toda a familia na coleta, representando
uma importante fonte de renda. O aproveitamento do Pequi pela populagdo da
regido € feita na culinaria na producéo de pratos variados entre eles arroz, o baido
de dois com Pequi, o feijao.

A maioria da popula¢gdo humana da chapada mantém seu sustento através da
atividade extrativista do Pequi. Esse fruto tem grande valor econdmico, sendo muito
utilizado pela culinaria local (FIGUEIREDO et al., 1989; GONCALVES, 2008). Além
disso, sua polpa pode servir para racao de animais. A polpa do Pequi também é rica
em vitaminas E e B, por isso o fruto é muito utilizado contra gripes e resfriados. O
Oleo extraido da polpa também é usado para preparar sabdo caseiro (BRAGA, 1960;
AGRA et al., 2007).

4.3 USO DO CARYOCAR coriaceum NA MEDICINA POPULAR

O Caryocar coriaceum é bastante utilizado para tratar varias doencas na
medicina popular, sendo utilizadas varias partes da sua planta, tais como; as folhas,
cascas e 6leo do seu fruto. As cascas sdo atribuidas propriedades antifebris e
diuréticas, usadas em infusbes (CORREIA, 1926). Suas folhas séo utilizadas no
tratamento de resfriados, gripes (VIEIRA; MARTINS, 2000). O oleo do fruto € usado
para tratamento de queimadura, e como afrodisiaco (VIEIRA; MARTINS, 2000),
usado como bélsamo em casos de reumatismo (BRANDAO et al., 2002). O 6leo
extraido da polpa do seu fruto adicionado ao mel de abelhas, e eficaz na cura de
afeccdes bronco-pulmonares tais como: gripes, bronquites desse modo é de grande
importancia na farmacopéia popular (BRAGA, 1960). O dleo do Pequi também é
aplicado no uso veterinario, em contusdes, machucados e inchagos de animais
(BRAGA, 1960; FIGUEIREDO et al., 1989). Também séo atribuidas ao Pequi as
propriedades afrodisiacas e antiabortivas (MIRANDA-VILELA, et al., 2008).

A utlizacdo de plantas medicinais com a finalidade terapéutica para o
tratamento cura e prevencao de diversas doencas € uma das mais antigas formas
de pratica da medicina popular. A utilizacdo de produtos naturais com propriedades

terapéuticas é tdo antiga quanto a civilizacdo humana e, por um longo tempo,
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produtos minerais, vegetais e animais foram as principais fontes de farmacos
(RATES, 2001).

O valor terapéutico do Pequizeiro atribuido a medicina popular vem sendo
pesquisado e uma ampla variedade de estudos etnofarmacolégicos e etnobotanicos
atestam sua eficacia (PRANCE; SILVA, 2006). Estudos recentes sugerem que 0O
Pequi possui potencial para tratamento de condicGes inflamatérias. De fato, foi
mostrado que a aplicacéo tépica do extrato da polpa do Pequi diminui o edema de
orelha induzido por diversos agentes irritantes em camundongos (DE OLIVEIRA
et al., 2010; SARAIVA et al., 2010).

No estudo de Saraiva e colaboradores (2010) o edema de orelha em
camundongos (Swiss) e ratos (Wistar) foi induzido por varios agentes irritantes, cujo
objetivo foi verificar o potencial antidermatoldgico de substancias aplicadas por via
topicas. Com isso foi verificado que o éleo fixo do Caryocar coriaceum Wittm (pequi)
possui tanto propriedades terapéuticas como anti-inflamatérias. Nos estudos de
Oliveira e colaboradores (2010) o dOleo fixo extraido da polpa do Caryocar coriaceum
inibiu a inflamacéo e acelerou o processo de cicatrizacdo de feridas cutaneas em
camundongos, sugerindo um potencial terapéutico para a afeccdes na pele.

Batista e colaboradores (2010), em seu estudo com o 6leo fixo da polpa do
Pequi em ensaios de modelos em feridas cutaneas em ratos mostraram que apos a
aplicacao toépica do creme base com 10% de Oleo do Pequi os animais tratados
apresentaram reducdo significativa a partir do décimo quarto dia pds-operatorio.
Foram verificados nesse periodo achados histolégicos caracteristicos da etapa final
do processo de cicatrizacdo tais como: acentuada quantidade de fibroblastos, fibras
colagenas e completo processo de reepitelizacdo, enquanto que as feridas do grupo
controle necessitaram de mais tempo para resolucdo do processo cicatricial. O uso
do Oleo da polpa do fruto do Caryocar coriaceum Wittm apresentou influéncia
positiva na cicatrizacdo de feridas cutdneas experimentais em ratos, por promover
reacao inflamatdria menos intensa e fechamento mais rapido das feridas em relagéo
ao grupo controle (BATISTA et al., 2010).

No estudo de Quirino e colaboradores (2009) demonstrou-se que o 6leo fixo
da polpa do Caryocar coriaceum em ratos e camundongos, administrado de forma
oral e topica possui, atividade gastroprotetora e cicatrizante em feridas cutaneas e
em Uulceras induzidas por etanol e acido acetil salicilico (AAS). A atividade

cicatrizante foi confirmada pela regresséo da area da ferida comparada ao grupo
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controle, e a atividade gastroprotetora foi visualizada pela diminuicdo da Ulcera

induzida por aspirina.

4.4 B3-CARIOFILENO

O B-cariofileno € um constituinte importante em varias espécies de plantas.
Pertence a classe quimica dos sesquiterpenos biciclicos, e o seu percentual varia de
acordo com a parte da planta em que foi retirado (ARAUJO, LORDELLO e SALES-
MAIA, 2001). Na natureza, o B-cariofileno € normalmente encontrado em conjunto
com peguenas gquantidades de seus isdmeros (Z) -B-cariofileno [(Z) ou-B3-cariofileno
isocaryophyllene] e a-humuleno (anteriormente a-cariofileno) ou em uma mistura
com o seu produto de oxidacao, o 6xido de B-cariofileno (GERTSCH et al., 2008). O
B-cariofileno (B-cariofileno) (figura 8) € um constituinte do éleo essencial da polpa do
Caryocar brasileinse, om 0,1% do -constituinte, sendo que sS&0 0S mesmos

constituintes da espécie Caryocar coriaceum.

Figura 8 — Estrutura Quimica do B-cariofileno
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Quadro 2 — Relacdo de alguns dos componentes volateis encontrados no 6leo de

Caryocar Brasiliiense.

N° Constituintes % Relativa
1 1,2-dimetilciclohexano 0,4
2 1-octeno 0,1
3 Butanoato de etila 4,1
4 Alcool tetrahidrofurfurilico 4,3
5 2-metilpropanoato de etila 0,2
6 2-metilbutanoato de etila 0,5
7 Isovalerato de etila 1,0
8 Acido 3-metilvalérico 2,0
9 Isovalerato de propila 0,3
10 Hexanoato de etila 52,9
11 Limoneno 0,1
12 Fenilacetaldeido 0,4
13 (E)-2-hexenoato de etila 0,4
14 Terpinoleno 0,1
15 Hexanoato de propila 0,5
16 Heptanoato de etila 0,6
17 B-cariofileno 0,1
18 Undecano 0,1
19 Butanoato de isopentila 0,1

Fonte : (MAIA et al., 2008)

Comercialmente, o B-cariofileno tem sido largamente utilizado em fragrancias,

cosméticos e alimentos (SKOLD et al, 2006), e por seu amplo perfil de seguranca

diversos autores buscaram identificar possiveis efeitos farmacoldgicos do [-

cariofileno. Vérias atividades biolégicas sdo atribuidas ao beta-cariofileno, tais como
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anti-inflamatério (MEDEIROS et al.,, 2007; GERTSCH, 2008), anestésico local
(GERTSCHETAL., et al, 2008), analsésico (GHELARDINE et al., 2001,
KATSUYAMA et al.,, 2013,) anticancerigeno (LEGAULT e PICHETTE, 2007),
antibacteriano (MICHIELIN et al., 2009), antiviral (DUNKIC et al., 2011), anti-artritica
(AGARWAL, 2003), gatroprotera (TAMBE et al., 1996), ansiolitica (GALDINO et al.,
2012), neuroprotetor (CHANG et al., 2006; ZHENG et al., 2013). Nesse contexto, foi
demonstrado que a administracdo de B-cariofileno protege contra a lesédo isquémica
cerebral em ratos (CHOI et al., 2013; CHANG et al., 2013). Desde que compostos
neuroprotetores podem exibir atividade anticonvulsivante e vice-versa(BARZAM e
MARCHESELLI, 2005) e afim de avaliar melhor as potenciais aplicacbes
terapéuticas do B-cariofileno, no presente estudo testamos a hipotese de que este

composto natural exibe efeitos anticonvulsivantes.
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5 ARTIGOS CIENTIFICOS

Os materiais e métodos, assim como resultados e a discussdo que fazem
parte desta dissertacdo s@o apresentados na forma de artigos cientificos, intitulados
“Anticonvulsant activity of Caryocar coriaceum Wittm. fixed pulp oil against
pentylenetetrazol-induced seizures” e “Anticonvulsant activity of [-caryophyllene
against pentylenetetrazol-induced seizures”.

Os procedimentos experimentais dos presentes artigos cientificos iniciaram-
se apOs aprovacido pelo CEUA (Comissdo de Etica no Uso de Animais) da
Universidade Federal de Santa Maria (ANEXOS A e B).
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Abstract

Epilepsy is a common brain disease and a major worldwide public health problem.
The seizures in a significant amount of patients suffering from epilepsy remain inadequately
controlled by currently available pharmacological treatments. Accordingly, there is a need for
the discovery of new anticonvulsant approaches with improved efficacy and a better safety
profile. In this context, natural products can be a valuable source of substances with potential
anticonvulsant activity. In the present study we tested the anticonvulsant potential of
Caryocar coriaceum Wittm., a plant native from the Brazilian Cerrado biome (tropical
savanna ecoregion). Adult male C57BL/6 mice were treated with increasing doses of the fixed
oil obtained from the pulp of Caryocar coriaceum Wittm (pequi). Seizure activity was
induced by PTZ (60 mg/kg, i.p.), and evaluated by behavioral and electrographic methods.
Administration of the oil at the dose of 100 mg/kg increased the latency for the first
myoclonic jerk (208 % average increase versus vehicle-treated rats) and the first generalized
tonic-clonic seizure (377% average increase versus vehicle-treated rats). Spearman analysis
revealed a significant positive correlation between the doses of Caryocar coriaceum Wittm.
fixed pulp oil and the latency for PTZ-induced myoclonic and generalized seizures,
suggesting a dose-dependent effect. The duration of generalized convulsions induced by PTZ
was not altered. No significant behavioral adverse effects were detected in the open-field,
rotarod, forced swim or object recognition tests. Interestingly, a significant antioxidant
activity of Caryocar coriaceum Wittm. fixed pulp oil was detected in the DPPH scavenging
assay. Further studies are needed to evaluate the mechanisms underlying the anticonvulsant
effects of Caryocar coriaceum Wittm. fixed pulp oil as well as the potential of the oil as a
source of new anticonvulsant compounds.

Key words: Convulsion, PTZ; EEG; natural product; phytomedicine, antioxidant
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1. Introduction

Epilepsy is a life-shortening brain disease * affecting approximately 0.5-1% of the
worldwide population and therefore a major worldwide public health problem 2. The hallmark
of epilepsy is the occurrence of recurrent epileptic seizures, eventually caused by an excessive
discharge of cerebral neurons ®. By causing changes in motor functions, sensory perception
and in behavior of the individual epileptic seizures largely affect the quality of life of the
affected patients and their families *. In fact, most epilepsy patients display several behavioral
comorbidities, including but not limited to depression, anxiety and psychosis, and impaired
cognitive performance *.

Despite the introduction into the clinical practice of several new anti-epileptic drugs,
seizures in 20-30 % of patients suffering from epilepsy remain inadequately controlled by
currently available pharmacological treatments [1]. In fact, present clinical evidence indicates
that none of the recently introduced third-generation anticonvulsant drugs display improved

4 Moreover,

efficacy over classical anticonvulsant such as carbamazepine and valproate
anticonvulsant drugs have a narrow therapeutic ratio, and therefore adverse effects such as
ataxia, sedation and cognitive dysfunction are not infrequently observed at serum
concentrations within the recommended range °. In this context, there is an ongoing need for
the discovery of new anticonvulsant approaches with improved efficacy and a better safety

profile *

. In this context, phytomedicines can potentially play an important role in the
development of new antiepileptic drugs °, since it has been shown that several plant extracts
and products may be useful for the treatment of convulsions or seizures ’.

Caryocar coriaceum Wittm. (Caryocaraceae) is a plant widely found in the Araripe
Plateau, a middle altitude region located in the Brazilian northeastern region, within the

Brazilian Cerrado biome (tropical savanna ecoregion) . The fruit of Caryocar coriaceum

Wittm., popularly called Pequi, is highly appreciated in local cuisine because of its unique
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taste and also is nutritionally relevant in face of its content of antioxidant and essential fatty
acids °. Interestingly, it has been demonstrated that Caryocar coriaceum Wittm fruit oil
displays anti-inflammatory, healing, and gastroprotective activities in experimental models **
1 suggesting its utility in several pathological conditions. In order to further evaluate the
potential applications of Caryocar coriaceum Wittm. fixed pulp oil we aimed the present

study to test the hypothesis that it displays anticonvulsant properties.

2. Materials and methods
2.1. Plant material and fixed oil preparation

The fruits of Cariocar coriaceum Wittm. were collected in the city of Crato, Ceara
State, Brazil. Approximated GPS coordinates were as follows: 7° 14’ 8” S, 39° 24’ 39” W;
altitude 800-900 m). A voucher specimen has been deposited at the Herbarium of the
Biosciences Institute of the Federal University of Rio Grande do Sul, Brazil (voucher
#182528).

The fixed oil from Caryocar coriaceum Wittm. fruit pulp was obtained as described

° with minor modifications. The pulp with oily drupe of Caryocar

by Saraiva et al. *
coriaceum Wittm. was manually removed with a sharp object knife. The oil extraction from
the pulp was performed continuously at 60 °C using hexane in a Soxhlet apparatus for 6 hours
(hot extraction), eventually yielding a yellowish solution (oil plus hexane) and a yellow-
orange precipitate. The hexane fraction was concentrated on a rotary evaporator apparatus
under and controlled temperature (60 °C) in order to remove the residual hexane oil and avoid

the decomposition of the oil-sensitive molecules. Average yield of extractions were 35.53 %.

The oil was divided into aliquots and stored in plastic microtubes at -20 °C until use.
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2.3. Animals and reagents

C57BL/6 male mice (25-40 g; 60-90 day-old) were maintained under controlled
environment (12:12 h light-dark cycle, 24 + 1 °C, 55 % relative humidity) with free access to
food (Supra, Santa Maria, Brazil) and water. All experimental protocols were designed with
two goals, a) limited suffering and b) use of fewest possible number of animals. All
protocols were conducted in accordance with national and international legislation (guidelines
of Brazilian Council of Animal Experimentation — CONCEA — and of U.S. Public Health
Service’s Policy on Humane Care and Use of Laboratory Animals — PHS Policy), and
approved by the Ethics Committee for Animal Research of the Federal University of Santa
Maria (Process #049/2013). All chemicals were purchased from Sigma (Sigma-Aldrich, St.
Louis, Missouri). Pentylenetetrazol (PTZ) was dissolved in sterile 0.9 % NaCl solution
containing 10 % (v/v) Tween 80. Doses and schedules for Caryocar coriaceum Wittm. fixed

pulp oil administration were chosen based on pilot experiments.

2.4. Behavioral seizure evaluation

The effect of the acute systemic administration of Caryocar coriaceum Wittm. fixed
pulp oil on seizure activity induced by PTZ was investigated by administrating the oil (25, 50
or 100mg/kg, p.o.) or its vehicle (0.9 % NaCl solution containing 10 % (v/v) Tween 80, p.0.),
60 min before the injection of PTZ (60 mg/kg, i.p.). Immediately after the injection of PTZ,
the animals were transferred to a cubic glass arena and video monitored for 15 minutes for the
appearance of seizures. The latency to myoclonic jerks and the latency to and duration of

generalized tonic-clonic seizures were recorded.

2.5. Surgical procedures

Seizure activity and the effect of Caryocar coriaceum Wittm fixed pulp oil was
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studied in a subset of animals by electroencephalographic (EEG) recordings. For the purpose
of recording electrode implantation, animals were anesthetized with intraperitoneal ketamine
(80 mg/kg) and xylazine (10 mg/kg) and placed in a rodent stereotaxic apparatus. Under
stereotaxic guidance, two stainless steel screw electrodes were placed over the parietal cortex,
along with a ground lead positioned over the nasal sinus. The electrodes were connected to
the multipin socket and were fixed to the skull. Meloxicam (200 mg/kg, subcutaneous) was

administrated immediately before and for three days after the surgical procedure.

2.6. Electroencephalography (EEG)

Six days after the surgery each animal was transferred to a Plexiglas cage (25 X 25 X
40 cm) and habituated for 20 min before EEG recordings. The mouse was then connected to a
100x headstage pre-amplifier (model #8202-DSE3) in a low-torque swivel (Pinnacle
Technology Inc, Lawrence, KS, USA) and the EEG was recorded using a PowerLab 16/30
data acquisition system (AD Instruments, Castle Hill, Australia). Routinely, a 30 min baseline
recording was obtained to establish an adequate control period. After the basaleline recording
mice were injected with Caryocar coriaceum Wittm. fixed pulp oil (100 mg/kg, p.o.) or its
vehicle 60 min before the injection of PTZ (60 mg/kg, i.p.). Following PTZ injection the EEG
was recorded for 15 minutes. EEG signals were amplified, filtered (0.1 to 50.0 Hz, bandpass),
digitalized (sampling rate 1024 Hz) and stored in a PC for off-line analysis. EEG recordings

were analyzed off-line using LabChart 7.2 software (AD Instruments).

2.7. Open-field test
Animals were placed in the central area of a round open field (56 cm in diameter),
which had its floor divided into 10 equal areas. Five areas of the apparatus had their borders

limited by the walls of the arena and were considered as peripheral areas. The remaining five
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areas that had no contact with the walls of the apparatus were considered as central areas. The
number of crossed areas (crossing) as well as the number of rearing responses (animal stands
on its hind legs) were recorded for 5 minutes ‘. We investigated the effect of the acute
systemic administration of Caryocar coriaceum Wittm. fixed pulp oil (100 mg/kg, p.0.) on
open-field performance by injecting the pulp fixed oil or its vehicle 60 min before the

beginning of the test.

2.8. Object recognition test

The object recognition test was performed according to Bevins and Besheer (2006) *,
with brief modifications. The test consisted of three sessions, namely, training (first session),
short term memory evaluation (second session; 4 hours after training), and long term memory
evaluation (third session; 24 hours after training). During the training session, two identical
objects (transparent cylindrical plastic bottles) were equidistantly placed in the center of the
same open-field arena described above, and the time spent in exploration of each object was
recorded during 5 minutes. Four hours after the training (short term memory evaluation) one
of the bottles was replaced for a new object (a plastic red apple), and the time spent in
exploration of the each object were measured over 5 minutes. At last, 24 hours after training
the plastic red apple was replaced for another new object (triangular plastic cup), and the time
spent in exploration of each object was recorded during 5 minutes. The object recognition
index was calculated with the following formula: Recognition index = (time spent in new
object)/(time spent in the new object + time spent in the familiar object). We investigated the
effect of the acute systemic administration of Caryocar coriaceum Wittm. fixed pulp oil (100
mg/kg, p.o.) on long-term recognition memory by injecting the pulp fixed oil or its vehicle 60

min before the beginning of the test session (4 or 24 h).
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2.9. Rotarod test

Fine motor coordination was assessed by using the Rotarod test as described by
Wahlsten et al. (2003) *. The task consisted of one training and one testing session, carried
out 24 hour apart. At training session, mice were trained on the rotarod (3.7 cm in diameter, 8
rpm constant speed). Trial starts with the mouse being placed in the apparatus and ends when
the mouse falls off the rod or after reaching the cut-off time of 60 s two consecutive times.
The maximum number of attempts was 10. A resting time of 60 s was allowed between each
trial. In the testing session mice were observed during four minutes, and the latency to the
first fall was recorded. We investigated the effect of the acute systemic administration of
Caryocar coriaceum Wittm. fixed pulp oil (100 mg/kg, p.0.) on the latency to the first fall by

injecting the pulp fixed oil or its vehicle 60 min before the beginning of the test session.

2.10. Forced Swim Test

The forced swim test was performed according to Sunal et al. (1994) *°. Mice were
placed in individual, clear polyvinyl chloride (PVC) cylinders (30 cm tall x 10 cm diameter)
containing 23-25°C water (20 cm-deep to prevent the mouse’s tail from touching the cylinder
bottom). Water was changed between subjects. The immobility time during the 5 minutes of
test was recorded. Immobility was assigned when no additional activity was observed other
than that required to keep the mouse’s head above water. We investigated the effect of the
acute systemic administration of Caryocar coriaceum Wittm. fixed pulp oil (100 mg/kg, p.o.)
on the immobility time by injecting the pulp fixed oil or its vehicle 60 min before the

beginning of the test.

2.11. DPPH assay

The antioxidant activity of Caryocar coriaceum Wittm. fixed pulp oil was evaluated
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by the 1,1-Diphenyl-2-picryl-hydrazyl (DPPH) test, using standard methodology *°. The assay
is based on the measurement of the scavenging capacity of antioxidants towards DPPH radical.
Reaction media contained DPPH (300 pM) and variable amounts of Caryocar coriaceum
Wittm. fixed pulp oil dissolved in ethanol. Every tube has a correspondent control containing
an equivalent volume of ethanol and no DPPH. Absorbance readings were taken in triplicate
at 517 nm after 30 min of incubation at 25°C. The DPPH solution was freshly prepared daily,
stored in a flask covered with aluminum foil, and kept in the dark at 4 °C until determinations.
Ascorbic acid served as the positive control. The ability to scavenge DPPH radical was
calculated by the following equation: DPPH scavenging activity (%) = 100 x [(Absorbance of
DPPH — Absorbance of sample) / (Absorbance of DPPH)]. 1Cso values were calculated using
the nonlinear fit function of Graphpad Prism 5.0 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA,

USA).

2.12. Statistical analyses

Kolmogorov-Smirnov test was used to verify data normality and Bartlett's test was
used to verify homogeneity of variances. Seizure latencies were analyzed by the Kruskal-
Wallis test followed by Dunn’s multiple comparison test for post hoc analysis. Dose-response
relationships were tested with the Spearman's rank correlation test. Seizure duration was
analyzed by one-way ANOVA. Data from behavioral testing were analyzed by Student’s t test.

A probability of P < 0.05 was considered significant.

3. Results
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Figure 1
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Figure 1: Effect of Caryocar coriaceum Wittm. fixed pulp oil on seizure behavior Latency to (A)
myoclonic jerks or (B) generalized tonic-clonic seizures and (C) duration of generalized seizures
induced by PTZ were measured after the oral administration of Caryocar coriaceum Wittm. fixed pulp
oil. Data are presented as median and interquartile range for n=8-11 each group. The Spearman
correlation coefficients and respective values are also shown. The asterisk indicates a statistically
significant difference from control group (P < 0.05).

In the first set of experiments we evaluated the effect of increasing doses (25, 50 or
100 mg/kg) of Caryocar coriaceum Wittm. fixed pulp oil on the seizures induced by PTZ.
Statistical analysis revealed that administration of the oil at the dose of 100 mg/kg increased
the latency for the first myoclonic jerk (208 % average increase versus vehicle-treated rats)
[H(3) = 8.077; P < 0.05 - Fig. 1A] and the first generalized tonic-clonic seizure (377%
average increase versus vehicle-treated rats) [H(3) = 8.813; P < 0.05 - Fig. 1B]. Spearman
analysis revealed a significant positive correlation between the doses of Caryocar coriaceum
Wittm. fixed pulp oil and the latency for PTZ-induced myoclonic (rs = 0.359; P < 0.03) and

generalized (rs = 0.428; P < 0.001) seizures. The duration of generalized convulsions induced

by PTZ was not altered by any of the doses tested [F(3,33) = 1.157; P > 0.05 - Fig. 1C].
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Figure 2

A B

Figure 2: Representative electroencephalograms observed in cerebral cortex of mice after
administration of vehicle plus PTZ (A, C) or Caryocar coriaceum Wittm. fixed pulp oil (100 mg/kg)
plus PTZ (B, D). The arrowhead indicates the administration of vehicle or oil after baseline recording
and the arrow indicates the administration of PTZ sixty minutes thereafter. The epochs highlighted in
A and B are shown in higher magnification in C and D, respectively. The dagger () indicates the
latency to the first myoclonic jerk whereas the double dagger (f) indicates the latency to the first
generalized seizure induced by PTZ.

Electroencephalographic experiments depicted in Figure 2A-D confirmed that Caryocar
coriaceum Wittm. fixed pulp oil treatment delayed the appearance of PTZ-induced myoclonic
generalized seizures, but did not alter the duration or the generalized seizure-associated wave
patterns in the EEG recordings, which appeared as a combination of multispike plus slow
waves, multiple sharp waves and major seizure activity in a 2-3 Hz high-amplitude activity in

all recording leads.
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Figure 3
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Figure 3: Effect of Caryocar coriaceum Wittm. fixed pulp oil (100 mg/kg) on mice behavior.
(A) Number of crossings in the open-field test, (B) number of rearings in the open-field test,
(C) latency to the first fall of the rod and (D) immobility time in the forced swim test. Data
are mean + standard error of the mean for n = 8 (open-field and rotarod tests) or n = 5 each
group (forced swim test).
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Figure 4
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Figure 4: Effect of Caryocar coriaceum Wittm. fixed pulp oil (100 mg/kg) on mice
performance in the object recognition test. (A) Short-term memory (4 h after training) or (B)
long-term memory (24 h after training). Data are mean + standard error of the mean for n = 6
per group.

In order to investigate whether the anticonvulsant effect of Caryocar coriaceum Wittm.
fixed pulp oil was accompanied by effects on behavior we tested independent group of mice
in the open-field, rotarod, forced swim and object recognition tests. No significant differences
were found in the number of crossings [t(14) = 0.1930; P > 0.05 — Fig. 3A] or rearings [t(14)
= 0.4520; P > 0.05 - Fig. 3B] in the open-field test. In addition, the latency to fall of the rod
was not statistically different between vehicle- and oil-treated animals [t(1,14) = 1.631; P >
0.05 — Fig. 3C]. Moreover, no significant differences were found in the immobility time in the
forced swim test [t(8) = 0.3135; P > 0.05 - Fig. 3D]. Furthermore, no significant differences
between vehicle- and oil-treated animals were found when recognition index was measured 4

hours after training (i.e. short-term memory) [t(10) = 0.3245; P > 0.05 — Fig. 4A] or 24 hours

after training (i.e. long-term memory) [t(10) = 1.566; P > 0.05 — Fig. 4B].
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Figure 5
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Figure 5: Concentration-response curves of Caryocar coriaceum Wittm. fixed pulp oil or
ascorbic acid in the DPPH scavenging test.

In the last set of experiments we investigated a potential antioxidant activity of
Caryocar coriaceum Wittm. fixed pulp oil in the DPPH scavenging assay. We found that the
oil caused a reduction of the stable radical DPPH, with an 1Cs, of 10.21 mg/mL (3.98 to 26.22
95 % confidence interval). The positive control ascorbic acid displayed an ICs, of 0.013

mg/mL (0.010 to 0.017 95 % confidence interval).

4. Discussion

Natural products and their derivatives have historically been invaluable as a source of
therapeutic agents . In fact, chemical substances derived from animals, plants and microbes
have been a major source of lead compounds for the pharmaceutical industry *’. For instance,
about a half of small-molecule new chemical entities introduced between 1981 and 2002 were
natural products or compounds derived from them *’. In addition, many countries in Africa,
Asia and Latin America use medicinal plants to help meet some of their primary health care

needs *°. In fact, medicinal plants are considered the main treatment option for up to 80 % of
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population in several countries *°.

In the present study we showed that oral administration of Caryocar coriaceum Wittm.
fixed pulp oil increases latency to the behavioral and electrographic seizures induced by PTZ,
a convulsant that has been widely used in the study of mechanisms of seizure generation,
spreading and termination, as well as development and screening of new compounds with
anticonvulsant activity *°. The occurrence of PTZ-induced myoclonic seizures in naive
animals has been classically attributed to activation of areas in the forebrain, mainly the

thalamus, neocortex, and basal ganglia %

, Whereas PTZ-induced generalized tonic-clonic
seizures have been considered to be the result of paroxysmal activity spreading from the
forebrain to the brainstem 2. Therefore, the PTZ model displays substantial predictive value
for discovery of new anticonvulsants to a broad range of seizure types. In fact, decrease of
PTZ-induced myoclonic seizures indicates potential clinical efficacy against absence-like
seizures, whereas attenuation of PTZ-induced tonic-clonic seizures suggests usefulness
against many types of partial and generalized seizures % 2.

The convulsant ability of PTZ largely depends on antagonism of the GABAA receptor
complex, likely through an allosteric interaction with the CI” channel which decreases the
GABA-mediated inhibitory currents %. In this context, the anticonvulsant effect of Caryocar
coriaceum Wittm. fixed pulp oil might be mediated through activation of GABAergic system.
However, in the present study the oil did not cause behavioral changes which should be
expected after administration of compounds with GABA-like properties. For instance,
anticonvulsant GABAA receptor activators, such as benzodiazepines and barbiturates, also
display sedative and anxiolytic properties 2. Altogether, our present results may indicate that
other mechanisms than GABAergic modulation are involved in the anticonvulsant effect of

Caryocar coriaceum Wittm. fixed pulp oil. Notwithstanding, it is also important to note that

no effects on spontaneous or forced motor performance or on object recognition memory were
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detected, which is important in light of the typical adverse effects of classic anticonvulsants °.

Regarding the potential mechanisms underlying the anticonvulsant effect of Caryocar
coriaceum Wittm. fixed pulp oil, antioxidant actions may play a role, in the present study we
found that the oil was effective in the DPPH test, which indicates antioxidant activity.
Accordingly, anticonvulsant effects have been described for a broad range of antioxidant
substances including ascorbic acid, a-tocopherol, N-acetylcisteine, resveratrol and curcumin
24 In addition to antioxidant, anti-inflammatory effects may contribute, since compelling
evidence indicates that anti-inflammatory compounds also display anticonvulsant activity =,
and anti-inflammatory activity has been described for the Caryocar coriaceum Wittm. fixed
pulp oil. In fact, oral administration of the oil significantly reduced the gastric lesions induced
by ethanol and aspirin in rats **, and topical application of the oil reduced the ear edema and
migration of inflammatory cells (polymorphonuclear neutrophils) in the dermis of animals
exposed to croton oil or arachidonic acid .

In summary, the present study showed a significant anticonvulsant activity of
Caryocar coriaceum Wittm. fixed pulp oil against PTZ-induced seizures in mice. No adverse
effects on motor functions were detected in the open-field, rotarod or forced swim tests.
Further studies are needed to evaluate the mechanisms underlying the anticonvulsant effects
of Caryocar coriaceum Wittm. fixed pulp oil as well as the potential of the oil as a source of

new anticonvulsant compounds.
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Increasing evidence suggests that plant-derived extracts and their isolated components are useful for treatment
of seizures and, hence, constitute a valuable source of new antiepileptic drugs with improved efficacy and better
adverse effect profile. p-Caryophyllene is a natural bicyclic sesquiterpene that occurs in a wide range of plant spe-
cies and displays a number of biological actions, including neuroprotective activity. In the present study, we test-
ed the hypothesis that 3-caryophyllene displays anticonvulsant effects. In addition, we investigated the effect of
B-caryophyllene on behavioral parameters and on seizure-induced oxidative stress. Adult C57BL/6 mice received

Keywords: " 5 . .

Convulsion increasing doses of 3-caryophyllene (0, 10, 30, or 100 mg/kg). After 60 min, we measured the latencies to myo-
PTZ clonic and generalized seizures induced by pentylenetetrazole (PTZ, 60 mg/kg). We found that B-caryophyllene
EEG increased the latency to myoclonic jerks induced by PTZ. This result was confirmed by electroencephalographic

Natural product
Phytomedicine
Cannabinoids

analysis. In a separate set of experiments, we found that mice treated with an anticonvulsant dose of -
caryophyllene (100 mg/kg) displayed an improved recognition index in the object recognition test. This effect
was not accompanied by behavioral changes in the open-field, rotarod, or forced swim tests. Administration of
an anticonvulsant dose of B-caryophyllene (100 mg/kg) did not prevent PTZ-induced oxidative stress
(i.e., increase in the levels of thiobarbituric acid-reactive substances or the decrease in nonprotein thiols content).
Altogether, the present data suggest that B-caryophyllene displays anticonvulsant activity against seizures in-
duced by PTZ in mice. Since no adverse effects were observed in the same dose range of the anticonvulsant effect,
B-caryophyllene should be further evaluated in future development of new anticonvulsant drugs.

© 2015 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Epilepsy is a common neurological disease, which affects [1] and
has been considered a major worldwide public health problem [2].
Recurrent epileptic seizures and behavioral comorbidities such as de-
pression, anxiety, psychosis, and cognitive deficits largely affect the
quality of life of the patients with epilepsy and their families [3]. There
is the further complication that seizures in a significant percentage of
patients remain inadequately controlled by currently available pharma-
cological treatments [4]. In addition, most anticonvulsant drugs display
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Satide, Departamento de Fisiologia e Farmacologia, Av. Roraima, no. 1000, Prédio 21, sala
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8241.

E-mail address: ms.oliveira@ufsm.br (M.S. Oliveira).
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1525-5050/© 2015 Elsevier Inc. All rights reserved.

adverse effects such as ataxia, sedation, and cognitive dysfunction at
serum concentrations within the therapeutic range for epileptic sei-
zures [5]. Accordingly, discovery of a new anticonvulsant with better ef-
ficacy and improved safety profile is of fundamental importance [4]. In
this context, several plant extracts and products may be useful for the
treatment of convulsions or seizures, and therefore, natural products
constitute a promising source of new antiepileptic drugs [6].
3-Caryophyllene is a natural bicyclic sesquiterpene that is a constitu-
ent of many plants [7]. Several biological activities have been reported
for p-caryophyllene, including anti-inflammatory [7], anti-alcoholism
|8], antinociceptive [9], anxiolytic, and antidepressant [ 10] properties. In-
terestingly, recent accumulating evidence indicates that -caryophyllene
is neuroprotective in several experimental paradigms [11-14]. For in-
stance, administration of >-caryophyllene protects against cerebral is-
chemic injury in rats [11,14] and reduces astrogliosis and microglial
activation in a transgenic mouse model of Alzheimer's disease [12].
Since neuroprotective compounds may display anticonvulsant activity
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and vice versa [15], and in order to further evaluate the potential thera-
peutic applications of 3-caryophyllene, our present study aimed to test
the hypothesis that this natural compound displays anticonvulsant ef-
fects. In addition, we investigated the effect of B-caryophyllene on select-
ed behavioral parameters and on seizure-induced oxidative stress.

2. Materials and methods
2.1. Animals and reagents

Adult C57BL/6 mice (25-35 g, 60-90 day-old) of both genders were
used. Animals were maintained under controlled light and environment
(12:12 h light-dark cycle, 24 + 1 °C, 55% relative humidity) with free
access to water and food (Purotrato, Santa Maria, RS, Brazil). All exper-
imental protocols aimed to keep the number of animals used to a min-
imum, as well as their suffering. These were conducted in accordance
with national and international legislation (guidelines of Brazilian
Council of Animal Experimentation — CONCEA — and of U.S. Public
Health Service's Policy on Humane Care and Use of Laboratory
Animals — PHS Policy), and with the approval of the Ethics Committee
for Animal Research of the Federal University of Santa Maria (process
016/2014). Pentylenetetrazol (PTZ) and p-caryophyllene were pur-
chased from Sigma (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). All other
chemicals were reagent grade and purchased from local suppliers.

2.2. Behavioral seizure evaluation

Animals were individually placed in glass boxes and injected with
increasing doses of >-caryophyllene (10, 30, or 100 mg/kg; i.p.) orits ve-
hicle (0.9% NaCl containing 0.05% Tween 80). Sixty minutes thereafter,
PTZ (60 mg/kg, i.p.) was injected, and the animals were observed for
15 min. During this time, we recorded the latency to myoclonic jerks, la-
tency to generalized seizure, and the duration of the first generalized
seizure. All solutions were administered at 10 mL solution per kg of
body weight. Doses and schedules for drug injections were selected
based on the literature [11,14] and on pilot experiments.

2.3. Electroencephalographic (EEG) recordings

Seizure activity and the effect of p-caryophyllene were evaluated in
a subset of animals (n = 3-4) by EEG recordings. For recording elec-
trode implantation, animals were anesthetized with intraperitoneal ke-
tamine (80 mg/kg) and xylazine (10 mg/kg) and placed in a rodent
stereotaxic apparatus. Under stereotaxic guidance, two stainless steel
screw electrodes were placed over the parietal cortex, along with a
ground lead positioned over the nasal sinus. The electrodes were con-
nected to the multipin socket and were fixed to the skull. Meloxicam
(200 mg/kg, s.c.) and metamizole (100 mg/kg, s.c.) were administrated
immediately before and for three days after the surgical procedure.

Six days after the surgery, each animal was transferred to a Plexiglas
cage (25 x 25 x 40 cm) and habituated for 20 min before EEG record-
ings. The mouse was then connected to a 100x headstage pre-
amplifier (model #8202-DSE3) in a low-torque swivel (Pinnacle Tech-
nology Inc., Lawrence, KS, USA), and the EEG was recorded using a
Powerlab 16/30 data acquisition system running LabChart 7.2 software
(AD Instruments, Castle Hill, Australia). Routinely, a 30-min baseline re-
cording was obtained to establish an adequate control period. After the
baseline recording, mice were injected with p-caryophyllene
(100 mg/kg) or vehicle, 60 min before the injection of PTZ. Following
convulsantinjection, the EEG signals were recorded for 15 min. Electro-
encephalographic signals were amplified, filtered (0.1 to 50.0 Hz,
bandpass), digitalized (sampling rate 1024 Hz), and stored in a PC for
off-line analysis.

24. Behavioral tests

In order to investigate the effects of an anticonvulsant dose of (-
caryophyllene (100 mg/kg) on exploratory behavior and motor skills
of the mice, we evaluated performance in the open-field, object recogni-
tion, rotarod, and forced swim tests. Independent groups of mice were
used in each test, and each animal was used only once.

24.1. Open-field test

Animals were placed in the central area of a round open field (56 cm
in diameter), which had its floor divided into 10 equal areas. Five areas
of the apparatus had their borders limited by the walls of the arena and
were considered as peripheral areas. The remaining five areas that had
no contact with the walls of the apparatus were considered as central
areas. B-Caryophyllene (100 mg/kg) or its vehicle were injected
60 min before the beginning of the test, and the number of crossed
areas (crossings) as well as the number of rearing responses (animal
stands on its hind legs) were recorded for 5 min.

24.2. Object recognition test

The object recognition test consisted of three sessions, namely, ha-
bituation #1 (first training session), habituation #2 (second training
session, 4 h after training), and memory evaluation (test session, 24 h
after habituation #1). During the first training session, two identical ob-
jects (transparent cylindrical plastic bottles) were equidistantly placed
in the center of the same open-field arena described above, and the
time spent in exploration of each object was recorded for 10 min. Four
hours thereafter (habituation #2), one of the bottles was replaced for
a new object (plastic red apple), and the time spent in exploration of
each object was measured for 10 min. Finally, 24 h after training, the
plastic red apple was replaced with another new object ( triangular plas-
tic cup), and the time spent in exploration of each object was recorded
for 10 min (test session). Any subjects that failed to complete a
minimum of 10-second exploration time in the test trial (three
vehicle-treated and three [3-caryophyllene-treated animals) were ex-
cluded from the analysis. The object recognition index was calculated
with the following formula: recognition index = (time spent in new ob-
ject) / (time spentin the new object + time spent in the familiar object).
A-Caryophyllene (100 mg/kg) or its vehicle were injected 60 min before
the beginning of the test session.

24.3. Rotarod test

Fine motor coordination was assessed by using the rotarod test. The
task consisted of one training session and one testing session, carried
out 24 h apart. Trial starts with the mouse being placed in the apparatus
(3.7 cmrod diameter, 8 rpm constant speed) and ends when the mouse
falls off the rod or after reaching the cutoff time of 60 s two consecutive
times. During the training session, the maximum number of attempts
was 10. A resting time of 60 s was allowed between each trial. In the
test session, mice were observed for 4 min, and the latency to the first
fall was recorded. 3-Caryophyllene (100 mg/kg) or its vehicle were
injected 60 min before the beginning of the test session.

24.4. Forced swim test

Mice were placed in individual, clear polyvinyl chloride (PVC) cylin-
ders (30 cm tall x 10 cm diameter) containing 23-25 °C water (20 cm-
deep to prevent the mouse’s tail from touching the cylinder bottom).
Water was changed between subjects. The immobility time during the
5 min of test was recorded. Immobility was assigned when no additional
activity was observed other than that required to keep the mouse's head
above water. p-Caryophyllene (100 mg/kg) or its vehicle were injected
60 min before the beginning of the test session.
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2.5. Neurochemical assays

In order to investigate whether an anticonvulsant dose of 3-
caryophyllene (100 mg/kg) would protect against seizure-induced
oxidative stress, we measured thiobarbituric acid-reactive substances
(TBARS) and nonprotein thiols (NPSH) in an independent group
of mice treated with [>-caryophyllene and PTZ. The experimental
design consisted of four groups: vehicle + NaCl 0.9%, vehicle + PTZ,
>-caryophyllene + NaCl 0.9%, and (-caryophyllene + PTZ. B-
Caryophyllene or its vehicle were injected 60 min before the injection
of PTZ or NaCl 0.9%, and after 15 min of behavioral seizure evaluation,
the cerebral cortex and hippocampus of the animals were homogenized
in 30 mM Tris-HCl buffer (pH 7.4).

2.5.1. TBARS content

Lipid peroxidation was estimated by measuring TBARS and was
expressed in terms of malondialdehyde (MDA) content, according to
the method described by Boeira et al. [ 16]. Thiobarbituric acid-reactive
substance content was measured in a medium containing 100 L of tis-
sue homogenate, 15 L of 8.1% SDS, 60 L of acetic acid buffer (2.5 M,
pH 3.4),and 115 pL of 0.8 1% thiobarbituric acid. The mixture was heated
at 95 °C for 120 min in a water bath. After cooling to room temperature,
absorbance was measured in the supernatant at 532 nm. The results
were calculated as nmol MDA/mg of protein.

2.5.2. NPSH content

Nonprotein thiol levels were determined according to the method
described by Boeira et al. [16]. Homogenates were precipitated with
TCA (10%) and subsequently centrifuged at 3000 xg at 4 °C for 10 min.
After the centrifugation, the supernatant fraction (100 pL) was added
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to a reaction medium containing potassium phosphate buffer (1 M,
pH 7.4) and 5,5’-dithiobis(2-nitrobenzoic acid) (DTNB, 10 mM). The
NPSH levels were measured spectrophotometrically at 412 nm. The re-
sults were calculated using a standard curve constructed with reduced
glutathione (GSH) and expressed as nmol NPSH/mg of protein.

2.6. Statistical analyses

Kolmogorov-Smirnov test was used to verify data normality,
and Bartlett's test was used to verify homogeneity of variances. Seizure
latencies were analyzed by the Kruskal-Wallis test followed by post
hoc analyses with the Mann-Whitney test with sequential Holm-
Bonferroni correction. Dose-response relationships were tested with
the Spearman's rank correlation test. Seizure duration was analyzed
by one-way ANOVA. Data from behavioral testing were analyzed by
Student's t-test. The TBARS and NPSH contents were analyzed by a
two-way ANOVA. A prabability of P < 0.05 was considered significant.

3. Results

Fig. 1 shows the effect of increasing doses of 3-caryophyllene on
the seizures induced by PTZ. Statistical analysis revealed that the dose
of 100 mg/kg increased the latency for the first myoclonic jerk (167% av-
erage increase versus vehicle-treated mice) [H(4) = 8.069, P < 0.05 —
Fig. 1A]. Spearman’s analysis revealed a significant positive correlation
between the doses of -caryophyllene and the latency to PTZ-induced
myoclonic seizures (rs = 0.4237, P < 0.005). Onset latency [H(4) =
1.542, P> 0.05 — Fig. 1B] and duration [F(3,41) = 0.5221, P > 0.05 —
Fig. 1C] of the first PTZ-induced generalized tonic-clonic seizure did
not significantly change. Mortality rate was zero since no mouse died
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Fig. 1. Effect of B-caryophyllene on seizure behavior. Latency to (A) myoclonic jerks or (B) generalized tonic-clonic seizures and (C) duration of generalized seizures induced by PTZ were
measured after the intraperitoneal administration of 3-caryophyllene. Data are presented as median and interquartile range for n = 8-14 each group. The Spearman’s correlation
coefficient and its respective P appear as the inset in A. The asterisk indicates a statistically significant difference from control group (P < 0.05). Representative electroencephalograms
observed in the cerebral cortex of mice after administration of (D) vehicle plus PTZ or (E) B-caryophyllene (100 mg/kg) plus PTZ are also shown. The arrow indicates the

administration of PTZ.
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Table 1

Effect of 3-caryophyllene (100 mg/kg) on selected behavioral parameters. Independent
groups of mice (n = 9 per group) were used in each test. Data are presented as mean +
S.E.M. Statistical analyses were performed with two-tailed unpaired Student's t.

Behavioral parameter Treatment

Vehicle B-Caryophyllene
Crossings 7056 £ 5.85 59.00 £ 7.14
Rearing responses 7.00 + 1.87 6.67 + 2.16
Time spent in center (%) 9.83 + 1.46 6.17 £ 1.37
Latency to fall (s) 1944 + 30.13 149.1 +27.34
Immebility time (s) 7967 + 19.63 50.78 + 13.38

during the post-PTZ 15-min evaluation period. Electroencephalographic
recordings confirmed and extended the data related to the effect of the
p-caryophyllene on the seizures induced by PTZ (Fig. 1D-E). Treatment
with -caryophyllene (100 mg/kg) delayed the appearance on the EEG
of PTZ-induced myoclonic jerks but did not alter the duration or the
generalized seizure-associated wave patterns in the EEG recordings,
which appeared as a combination of multispike plus slow waves, multi-
ple sharp waves, and major seizure activity.

In order to investigate whether effects on behavior accompanied
the anticonvulsant effect of >-caryophyllene, we tested an independent
group of mice in the open-field, rotarod, forced swim, and object recog-
nition tests. No significant differences were found in the number
of crossings [t(16) = 1.252, P > 0.05 — Table 1], rearings [t(16) =
0.1164, P> 0.05 — Table 1], or time spent in the center [t(16) = 1.823,
P > 0.05 — Table 1] in the open-field test. In addition, the latency to
fall off the rod was not statistically different between vehicle-treated
and PB-caryophyllene-treated animals [t(16) = 1.114, P > 0.05 —
Table 1]. Moreover, no significant differences were found in the immo-
bility time in the forced swim test [t(16) = 1.216, P > 0.05 — Table 1].
Interestingly, a significant difference between vehicle-treated and 3-
caryophyllene-treated animals was found in the object recognition
test. Animals treated with 3-caryophyllene displayed higher values of
object recognition index than their vehicle-treated counterparts
[t(14) = 4.204, P < 0.05 — Fig. 2A]. The total time spent in object explo-
ration during the test trial was not significantly different between 3-
caryophyllene-treated and vehicle-treated animals (t(14) = 0.5874,
P >0.05 — Fig. 2B).

In the last set of experiments, we investigated the effect of -
caryophyllene on seizure-elicited oxidative stress. Seizures induced by
PTZ increased TBARS levels in the cerebral cortex [F(1,24) = 4.45,
P < 0.05 — Fig. 3A] but not in the hippocampus [F(1,24) = 0.0981,
P > 0.05 — Fig. 3B]. On the other hand, NPSH content was unaltered in
the cerebral cortex [F(1,24) = 0.2889, P> 0.05 — Fig. 3C]| but decreased
in the hippocampus [F(1,24) = 7.186, P < 0.05 — Fig. 3D] after PTZ-
induced seizures. Treatment with 3-caryophyllene did not significantly
alter these seizure-induced neurochemical changes.
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4. Discussion

Increasing evidence suggests that >-caryophyllene displays neuro-
protective actions. For instance, (3-caryophyllene significantly attenuated
morphological deterioration and lactate dehydrogenase release in mixed
rat cortical neurons/glia cultures submitted to oxygen-glucose depriva-
tion [11]. Moreover, incubation of C6 glioma cells with >-caryophyllene
prevented the cytotoxicity induced by the excitatory amino acid gluta-
mate [17]. Importantly, these in vitro findings are corroborated by results
obtained from experiments in intact animals. In fact, administration of [>-
caryophyllene decreased cerebral infarct size and edema [11,14] and
prevented the decline of neurological deficit scoring [14] after middle ce-
rebral artery occlusion in rats. In addition, >-caryophyllene prevented
cognitive impairment, 3-amyloid burden, astrogliosis, and microglial ac-
tivation in the APP/PS1 transgenic mice model of Alzheimer's disease
[12].

Despite these compelling lines of evidence that 3-caryophyllene is
neuroprotective, to the best of our knowledge, only one study has inves-
tigated the effect of this natural product on seizures [13]. In the study by
Liu et al. [13], mice received a 2-day treatment with 3-caryophyllene
(30 or 60 mg/kg, i.p.) before a single systemic dose of kainate. Animals
pretreated with [3-caryophyllene exhibited lower seizure scores when
compared with the vehicle-kainate group, suggesting that treatment
with B-caryophyllene attenuates the seizure activity induced by admin-
istration of this excitotoxin [13]. Taking into consideration our present
results, systemic administration of 3-caryophyllene increased latency
to the myoclonic seizures induced by PTZ, a convulsant that has been
widely used in the study of mechanisms of seizure generation, spread-
ing, and termination, as well as development and screening of new
compounds with anticonvulsant activity [18]. Importantly, EEG experi-
ments confirmed the results from behavioral seizure analysis, demon-
strating that the 3-caryophyllene-induced delay of seizure onset also
occurs at the electrophysiological level. Altogether, these results suggest
that 3-caryophyllene is anticonvulsant in seizure models with substan-
tial predictive value for discovery of new anticonvulsants [18]. In this
context, future studies shall evaluate the anticonvulsant potential of
(-caryophyllene in other seizure models. Moreover, other treatment
schedules (e.g., chronic administration) should be tested, since repeated
administration may change anticonvulsant efficacy [19]. In fact, the effi-
cacy of some clinically useful anticonvulsants, including primidone,
valproate, and vigabatrin, may increase during prolonged treatment
[19].

The present results are particularly interesting in light of the recog-
nized low toxicity of 3-caryophyllene. In fact, the acute administration
of doses up to 5 g/kg in mice did not cause mortality or signs of toxicity
[20], and the LD50 in rats or rabbits exceed 5 g/kg [21]. Moreover, -
caryophyllene was not mutagenic in Salmonella typhimurium strains
or in an unscheduled DNA synthesis assay at concentrations up to
150 mg/plate and 10 mg/mL [22]. In this context, it is important to
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Fig. 2. Effect of B-caryophyllene (100 mg/kg) on mice performance in the object recognition test. (A) Recognition index and (B) total time spent in object exploration during test trial. -
Caryophyllene (100 mg/kg) or its vehicle were injected 60 min before the beginning of the test session. Data are mean -+ standard error of the mean for n = 8 per group. The asterisk

indicates a statistically significant difference from control group (P < 0.05).
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note that the presently reported anticonvulsant effect of a single dose of
-caryophyllene was not accompanied by adverse effects related to
spontaneous (open-field exploration) or forced (swimming test) loco-
motor activity and on motor coordination performance (rotarod), fur-
ther suggesting the low toxicity of this natural product.

Interestingly, we found that animals treated with 3-caryophyllene
displayed higher values of object recognition index than their vehicle-
treated counterparts. Since the schedule for 3-caryophyllene adminis-
tration in this set of experiments was planned to match that used in
the anticonvulsant test (i.e., injection of the compound 60 min before
PTZ), p-caryophyllene was administered 60 min before the beginning
of the test session (24 h after habituation). Regarding this point, this
finding may be suggestive of improved memory recall ability after ad-
ministration of B-caryophyllene. Notwithstanding, it should be noted
that the object recognition test has become a widely used model for
the investigation into learning and memory alterations, but results
from this test may also reflect changes in behavioral parameters of at-
tention, anxiety, and preference for novelty [23]. Therefore, additional
studies are needed to investigate the potential clinical implications of
these findings as well as its underlying mechanisms.

We also found that administration of an anticonvulsant dose of
R-caryophyllene did not protect against seizure-induced increase
in TBARS content and decrease in NPSH levels, suggesting that [>-
caryophyllene did not affect PTZ-induced oxidative stress. In this con-
text, Liu et al. [13] reported that a two-day pretreatment with B-
caryophyllene attenuated the kainic acid-induced increase in TBARS
levels and decrease of superoxide dismutase, catalase, and glutathione
peroxidase activities. Although these findings appear somewhat con-
flicting with our present results, in the study by Liu et al. [13], the
protective effect of 3-caryophyllene against seizure-induced oxidative
stress accompanied a significant decrease of seizure severity (lower
seizure scores of p-caryophyllene-treated animals). Conversely, in
the present study, p-caryophyllene did not have an effect on the dura-
tion of generalized seizures, suggesting that PTZ-induced seizure

severity was not altered. In this context, since it has been demonstrated
that kainic acid-induced seizure scores correlate positively with MDA or
protein carbonyl contents and negatively with glutathione peroxidase
activity or reduced/oxidized glutathione ratio [24], it is possible that
improvement of seizure-induced oxidative stress depends on a con-
comitant decrease of seizure severity. Alternatively, important method-
ological differences between the present study and that by Liu et al. [13]
should be noted, including the convulsant (kainic acid versus PTZ)
and the schedule of p-caryophyllene administration (one versus two
injections).

5. Conclusion

B-Caryophyllene displayed anticonvulsant activity against seizures
induced by PTZ and improved recognition index in the object recogni-
tion test. No adverse effects on motor functions were detected in the
open-field, rotarod, or forced swim tests. More studies are needed to
evaluate the mechanisms underlying the anticonvulsant effects of >-
caryophyllene as well as its potential as a safer, better tolerated, new an-
ticonvulsant compound.
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6 DISCUSSAO

A epilepsia tem sido considerada um problema sério de saude publica em
todo o mundo (GOMES, 1997; NETO e MARCHETT, 2005), sendo umas das
doencas neurologicas mais frequentes (BANERJEE, 2009), superada apenas pelo
acidente vascular cerebral (AVC) e doenca de Alzheimer (THURMAN et al., 2011).

Estudos com modelos animais tém sido significantes para a elucidacdo e
compreensao dos mecanismos evolvidos na epileptogénese e sdo indispensaveis
para o desenvolvimento de novos farmacos (BIALER, 2010). Sabe-se que 25-40%
dos pacientes com epilepsia permanecem resistentes a terapia medicamentosa e
continuam apresentando convulsées (SCHMIDT e SILLANPAA, 2012), e assim a
pesquisa de novos farmacos para o tratamento da epilepsia é de suma importancia.

No inicio de 1990 tivemos o desenvolvimento de varias DAE, e ficou
evidenciado que tanto a eficacia como a tolerabilidade do tratamento
medicamentoso da epilepsia ndo melhorou substancialmente (LOSCHER e
SCHMIDT, 2011). Os efeitos adversos ocorrem em dosagens terapéuticas, levando
a um impacto na qualidade de vida e contribuindo para o insucesso do tratamento,
chegando a 40% dos pacientes (PERUCA, 2005). Por causar alteragfes motoras,
cognitivas, psicoldgicas e sociais (FISHER, 2005) o tratamento se torna dificil
especialmente para os pacientes que estudam e trabalham (PERUCA, 2005). Além
disso, as crises continuas apresentam um impacto consideravel na qualidade de
vida dos pacientes, com isso aumentam os riscos de lesdes, podendo influenciar
também na memodria, na funcdo cognitiva, no trabalho e na vida social e econémica
(SCHMIDT e SILLANPAA, 2012). Nesse contexto, novas DAEs sdo necessarias, e
farmacos com diferentes mecanismos de acdo podem permitir combinacdes
sinérgicas e apresentar menos efeitos adversos (LEE, 2014).

Considerando a perspectiva histérica do uso de plantas para tratamento de
doencas, é possivel observar que os produtos naturais assumem papel relevante
para a descoberta de novas farmacos (NEWMAN et al., 2003). Nas ultimas décadas,
os produtos naturais continuam sendo utilizados e, estima-se que, cerca de 25% a
30% de todas as farmacos avaliadas como agentes terapéuticos sdo derivados
deles (VEIGA-JUNIOR e MELLO, 2008). De fato, as plantas medicinais tém
contribuido fortemente no desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas por

meio de seus metabdlitos secundarios. Estes sdo conhecidos por atuar de forma
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direta ou indireta no organismo, podendo inibir ou ativar importantes alvos
moleculares e celulares, como por exemplo a producédo de mediadores inflamatorios
(metabdlitos do acido araquiddnico, peptideos, citocinas, aminoacidos excitatorios,
entre outros) (CALIXTO, 2005).

Cerca de metade de pequenas moléculas quimicas introduzidos entre 1981 e
2002 foram oriundas de produtos naturais ou compostos derivados deles (KOEHN,
2005). Na verdade, as plantas medicinais sdo consideradas a principal op¢céao de
tratamento para até 80% da populacdo em varios paises (WHO, 2011). No entanto,
com o advento das tecnologias modernas e a quimica bioldgica nos ultimos anos os
cientistas conseguiram detalhar de forma exata os efeitos dos compostos naturais
sobre o0 corpo humano, com a promessa do desenvolvimento de novos
medicamentos e terapias contra véarias doencas (JI, 2009).

Neste contexto, 0 nosso estudo teve como proposta avaliar o potencial
anticonvulsivante do OFCC e do do B-cariofileno contra a convus@es induzidas pelo
PTZ em camundongos.

Nossos resultados evidenciaram que a administracéo oral do OFCC na dose
de 100 mg/kg aumentou a laténcia para as crises mioclonicas e a laténcia para a
primeira crise tdnico-clonica generalizada. Além disso, encontramos uma correlagédo
positiva significante entre as doses do OFCC e a laténcia para as convulsdes
mioclonicas e tonico-clonicas induzidas por PTZ, sugerindo um efeito dose-
dependente. Entretanto, a duracédo das convulsdes generalizadas induzidas por PTZ
néo foi alterada.

O PTZ é um modelo que tem sido bastante utilizado pelo alto valor preditivo
para descoberta de farmacos clinicamente efetivos contra crises generalizadas do
tipo auséncia e tbnico-clénicas (DICHTER, 2007). Além disso, o PTZ é uma das
principais substancias indutoras de convulsdo utilizadas na triagem pré-clinica de
novos farmacos anticonvulsivantes (LOSCHER e SCHMIDT, 2002). A administracdo
de PTZ também considerado um modelo importante no estudo de mecanismos
envolvidos na geracao e manutencao de crises epilépticas.

O PTZ é um antagonista do receptor GABAA (LOSCHER, 2000) cuja
capacidade de provocar convulsdes inicia com a diminuicdo da acdo pos-sinaptica
do GABA e subsequente ativacdo de diversos mecanismos sinapticos mediados por

trés receptores principais: 0s ionotropicos para glutamato (NMDA - N-metil-D-
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aspartato, AMPA - acido alfa-amino-3-hidréxido-5-metil-4 isoxazole propiénico e
cainato) (DHIR et al., 2005; LUKOMSKAYA et al., 2007).

Considerando os efeitos anticonvulsivantes obtidos com o OFCC no modelo
de convulsbes induzidas pelo PTZ, continuamos os estudos avaliando diversos
parametros comportamentais para uma melhor caracterizacdo do perfil
psicofarmacologico do 6leo. Os nossos resultados mostraram que a dose de 100
mg/kg do OFCC néao alterou nenhum dos parametros avaliados sobre a performance
motora espontédnea ou forcada ou sobre a memoéria de reconhecimento de obijeto.
No campo aberto também ndo foram encontradas diferencas estatisticamente
significantes quanto ao numero de cruzamentos. Diante do exposto, é importante
observar que ndo foram detectados efeitos sobre o desempenho motor espontaneo
ou forcado, o que € importante a luz dos efeitos adversos tipicos dos
anticonvulsivantes classicos (PERUCCA, 2005).

Considerando o0 mecanismo de acdo do PTZ, via receptores GABAérgicos,
poderiamos sugerir que o efeito anticonvulsivo do OFCC pode ser mediado através
da ativacao do sistema GABAérgico. No entanto, no presente estudo, o OFCC néo
causou alteragcbes comportamentais que sdo esperadas apos a administracdo de
compostos com propriedades tipo-GABA. Por exemplo, os ativadores do receptor do
GABA, classicos, tais como os benzodiazepinicos e barbitaricos, sdo sedativos e
exibem propriedades ansioliticas (JOHNSTON, 2005) em doses que séo eficazes
contra as crises induzidas por PTZ. Esta modulacdo alostérica do
GABA A receptores acredita-se que representam as principais acdes farmacologicas
das benzodiazepinas, incluindo a sua actividade anti-convulsiva (ROGAWSKI, 2002).

De fato, drogas que bloqueiam os receptores GABAA sdo convulsivantes
muitos potentes, como é o caso do PTZ e da picrotoxina (agentes promotores da
crise). Enquanto que uma variedade de farmacos anticonvulsivantes tendem a
refrear a excitabilidade neuronal ao prolongando as acdes inibitérias do GABA, como
por exemplo, os barbitdricos e benzodiazepinas, outras diminuem a tendéncia de
certos neurbnios dispararem potenciais de acdo de alta frequéncia como, por
exemplo, a fenitoina e carbamazepina (BEAR et al., 2010).

Em relagdo aos possiveis mecanismos subjacentes ao efeito
anticonvulsivante do OFCC, podemos sugerir a participagdo de compostos
antioxidantes presentes no 6leo do Pequi. Verificamos que o 6leo foi eficaz no teste

DPPH, o que indica atividade antioxidante. Outras substancias antioxidantes ja
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foram descritas na literatura como anticonvulsivantes, como acido ascorbico, a-
tocoferol, N-acetilcisteina, o resveratrol e a curcumina (MARTINC, 2014). Além das
propriedades antioxidantes, ndo podemos descartar que o 6leo também apresenta
efeitos anti-inflamatorios (QUIRINO et al., 2009) que também podem contribuir para
a atividade anticonvulsiva, uma vez que estudos indicam que oS compostos anti-
inflamatérios também exibem atividade anticonvulsiva (MELLO 2014).

O composto isolado do 6leo essencial do caryocar coriaceum o [B-cariofileno
(BC), presente na polpa do Pequi, exibe efeitos anticonvulsivantes. O BC é um
sesquiterpeno biciclico, volatil, encontrado em grandes quantidades nos Oleos
essenciais de diversas especiarias e alimentos vegetais, como orégano (Origanum
vulgare L.), canela (Cinnamomum spp.) e pimenta preta (Piper nigrum L.)
(MOCKUTE et al., 2001; ORAV et al., 2004). Diversas evidéncias recentes tém
sugerido que o B-cariofileno exibe acdes neuroprotetoras. Por exemplo, no estudo
de Choi et al. (2013) o B-cariofileno atenuou significativamente a deterioracao
morfologica e liberacdo de lactato desidrogenase em culturas mistas de neurdnios
corticais e glia submetidas a privacao de glicose e oxigénio. Em outro estudo, a
incubacdo de células de glioma C6 com [-cariofileno impediu a citotoxicidade
induzida pelo aminoéacido excitatério glutamato (ASSIS et al., 2014). E importante
ressaltar que esses dados in vitro sdo corroborados pelos resultados obtidos a partir
de experimentos em animais intactos. Por exemplo, a administragao de B-cariofileno
diminuiu o tamanho do enfarte e edema cerebral (CHANG et al., 2013; CHOI et al.,
2013) e preveniu os déficits neurolégicos (CHANG et al., 2013) ap6s a oclusédo da
artéria cerebral média em ratos. Além disso, a administracdo de BC preveniu a
disfuncéo cognitiva, e reduziu os niveis de B-amiléide e a astrogliose e ativacéo da
microglia em um modelo animals transgénico da doenca de Alzheimer (CHENG et al.,
2014).

Apesar destas evidéncias convincentes de que o BC é neuroprotetor, até o
presente momento apenas um estudo investigou o efeito deste produto natural sobre
as crises epilépticas (LIU et al, 2015). No estudo de Liu et al (2015) o tratamento de
dois dias com BC (30 ou 60 mg/kg ip) diminuiu a gravidade das crises convulsivas
em ratos, sugerindo que o tratamento com o BC é capaz de atenuar a atividade
convulsiva induzida por acido cainico. Além disso, ficou evidenciado no estudo a
capacidade do BC de exercer efeitos anti-inflamatorios cerebrais, atenuando a

expressdo de citocinas pro-inflamatorias, tais como fator de necrose tumoral a e



81

interleucina-18 (LIU et al.,, 2015). Assim, mais estudos sao necessarios para
determinar os mecanismos envolvidos nos efeitos anticonvulsivantes do BC. Um dos
possiveis alvos a ser investigado em futuros estudos € o receptor canabindide CB2,
gue é ativado pelo B-cariofileno (GERTSCH, 2008). Com a descoberta e clonagem
dos receptores CB1 e CB2, muitos estudos tem demonstrado o papel fisioldgico e
também patologico dos componentes do sistema endocabinoide (ECS) (NIEHAUS
et al, 2007; PIOMELLI, 2014), incluindo no tratamento de convulsbes e epilepsia
(MAGLOCZKY et al., 2010; PERTWEE, 2012; HOFMANN e FRAZIER, 2013).

Ficou demosntrado no estudo de Bento et al (2011), que o BCP poderia
constituir uma molécula segura para o desnvolvimento de novas drogas anti-
inflamatdrias, com potencial terapéutico para o uso de doencas inflamatorias
intestinais em humanos como, tais como ulcerativa colite e doenga de Crohn.

A administracdo de BC aumentou a laténcia para as convulsdes mioclonicas
induzidas por PTZ, e estes dados foram confirmados com o registro
eletroencefalografico. Estes resultados adicionam informacdes a literatura sobre o
potencial anticonvulsivante do BC e sdo especialmente interessantes tendo em vista
a baixa toxicidade deste composto natural. De fato, estudos anteriores mostraram
gue a administracdo aguda de doses de até 5 g/kg em ratos ndo causou mortalidade
ou sinais de toxicidade (MOLINA et al, 2009) e a LDsy, em ratos ou coelhos foi
superior a 5 g/kg (OPDYKE,1973).

Neste contexto, sugerem que o efeito anticonvulsivante do BC nao
acompanham efeitos adversos sobre a exploracdo espontanea (campo aberto) ou
nado forcado, bem como na atividade locomotora e sobre o desempenho da
coordenacao motora (rotarod) sugerindo a baixa toxicidade. Um dado interessante
obtido no segundo manuscrito foi que os animais tratados com BC exibiram valores
mais elevados de indice de reconhecimento de objeto que os animais tratados com
o veiculo. Este dado pode ser sugestivo de uma melhor capacidade de evocacéo da
memoria apdés a administracdo de BC, e seria particularmente importante
considerando que ocorreu na mesma dose e tempo de administracdo que a agao

anticonvulsivante.
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7 CONCLUSAO

Conclusdes parciais

1 - O OFCC apresentou atividade antioxidante no teste de neutralizacdo do radical
DPPH.

2- O OFCC e o B-cariofileno exibiram atividade anticonvulsivante no modelo
experimental de crises epilépticas agudas induzidas por PTZ em camundongos.

3 - A administracdo de uma dose anticonvulsivante do OFCC ou de 3-cariofileno néo
alterou o desempenho dos camundongos nos testes de campo aberto, rotarod e
nado forgado. Além disso o B-cariofileno, mas ndo o OFCC, aumentou o indice de
reconhecimento de objetos.

4 - A administracdo de BC nado protegeu do estresse oxidativo apdés as crises

epilépticas agudas induzidas por PTZ em camundongos.

Conclusao final

Tanto o 6leo da polpa de Caryocar coriaceum Wittm quanto o B-cariofileno
apresentaram atividade anticonvulsivante. Estes dados podem contribuir para o
futuro desenvolvimento de estratégias anticonvulsivantes. Todavia, mais estudos
sd0 necessarios para avaliar 0s mecanismos subjacentes aos efeitos

anticonvulsivantes.
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