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RESUMO
A espécie Cyperus articulatus L., conhecida popularmente com priprioca é bastante utilizada
na medicina popular amazénica. Devido a caréncia de estudos realizados com o 6leo essencial
de Cyperus artilculatus. (OECA) originarios da regido de Santarém, Oeste do Estado do Para,
este trabalho avaliou os possiveis efeitos anticonvulsivantes desta planta em juvenis de
Colossoma macropomum. Assim, este estudo objetivou sistematizar os padrées de
comportamento relacionados a atividade convulsivante induzida pelo farmaco Pentilenotetrazol
(PTZ) nas concentracdes de 5; 7,5; 10 e 15 mM em juvenis de tambaqui, e reverséo pela acéo
do Diazepam e OECA. Para inducgdo das crises epilépticas experimentais, os animais (n =7 em
cada grupo) foram expostos individualmente a 5; 7,5; 10 e 15 mM de PTZ, dissolvido em agua
tratada. O grupo controle foi exposto somente a agua tratada. Dois grupos de animais foram
expostos a 70,24 mM DZP por 40 minutos em um béquer contendo uma solucdo de 500 ml.
Um grupo foi transferido para um aquario contendo 1500 ml penas de agua tratada, para avaliar
0 efeito sedativo do DZP (controle DZP), e outro grupo para um tanque semelhante contendo
10 mM de solugdo PTZ (DZP /PTZ 10 mM); os animais foram colocados individualmente nos
tanques e sua atividade comportamental foi registrada para uma Unica sessdo de 20 minutos
com o auxilio de uma cdmera. Um grupo foi exposto a 0,005% (v/v) de OECA por 40 min em
um béquer contendo 500 ml de &gua tratada. Posteriormente os animais foram transferidos
individualmente para aquéarios contendo 1500 ml de agua com 10mM de solucdo de PTZ
(OECA/ 10mM PT2Z), afim de registrar a atividade anticonvulsivante do OECA para uma unica
sessdo, no tempo de 20 minutos. O perfil comportamental durante 20 min de imersdo PTZ (5,
7,5, 10 e 15 mM) foi caracterizado por estagios numerados em: (0) nado curto, (1) atividade de
natacdo aumentada e alta frequéncia de movimento opercular, (2) movimentos erraticos, (3)
movimentos circulares, (4) comportamento convulsivo clénico, (5) queda no fundo do tanque
e comportamento semelhante a convulsdo tonica, (6) morte. Os animais expostos as maiores
concentragcfes (10 e 15Mm) atingiram mais rapidamente os estagios 4 e 5. O pré-tratamento
com DZP atenuou consideravelmente a gravidade das crises. O pré-tratamento como 0 OECA,
assim como o DZP, reduziu consideravelmente as crises, demonstrando 6tima atividade
anticonvulsivante. De modo geral, o0s resultados mostraram uma caracterizacdo
comportamental temporal detalhada de um modelo de crise epiléptica PTZ em juvenis de
tambaqui, bem como uma a¢édo anticonvulsivamte do OECA, o que demonstra seu potencial

farmacoldgica anticonfulsivante.

Palavras-chaves: Colossoma macropomum. Cyperus articulatus. Convulsdes.



ABSTRACT
The species Cyperus articulatus L., popularly known as priprioca, is widely used in Amazonian
folk medicine. Due to the lack of studies carried out with the essential oil of Cyperus
artilculatus L. (OECA) originating in the region of Santarem, West of the State of Para, this
work evaluated the possible anticonvulsant effects of this plant in Colossoma macropomum
juveniles. Thus, this study aimed to systematize the behavior patterns related to convulsive
activity induced by the drug Pentylenetetrazole (PTZ) in concentrations of 5; 7.5; 10 and 15mM
in tambaqui juveniles, and reversal by the action of Diazepam and OECA. For the induction of
experimental epileptic seizures, the animals (n = 7 in each group) were individually exposed to
5; 7.5; 10 and 15 mM PTZ, dissolved in water. The control group was only exposed to water
from the system. Two groups of animals were exposed to 70.24mM DZP for 40 minutes in a
beaker containing a 500 ml solution. One group was transferred to an aquarium containing 1500
ml of treated water only, to evaluate the sedative effect of DZP (DZP control), and another
group to a similar tank containing 10 mM PTZ solution (DZP /PTZ 10 mM); the animals were
placed individually in the tanks and their behavioral activity was recorded for a single 20-
minute session with the aid of a camera. One group was exposed to 0.005% (v/v) OECA for 40
min in a beaker containing 500 ml of treated water. Subsequently, the animals were transferred
individually to aquariums containing 1500 ml of water with 10mM PTZ solution (OECA/
10mM PTZ), in order to record the anticonvulsant activity of OECA for a single session, within
20 minutes. The behavioral profile during 20 min of PTZ immersion (5, 7.5, 10 and 15 mM)
was characterized by stages numbered in: (0) short swim, (1) increased swimming activity and
high frequency of opercular movement, (2) erratic movements, (3) circling movements, (4)
clonic seizure behavior, (5) falling to the bottom of the tank and tonic seizure-like behavior, (6)
death. The animals exposed to the highest concentrations (10 and 15Mm) reached stages 4 and
5 more quickly. Pre-treatment with DZP considerably attenuated the severity of the crises. Pre-
treatment such as OECA, as well as DZP, considerably reduced seizures, demonstrating
excellent anticonvulsant activity. Overall, the results showed a detailed temporal behavioral
characterization of a PTZ seizure model in tambaqui juveniles, as well as an anticonvulsant

action of OECA, which makes it a potential new anticonvulsant drug.

Keywords: Colossoma macropomum. Cyperus articulatus. Epilepsies.
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1 INTRODUCAO

A epilepsia € uma desordem neurologica crbnica caraterizada por eventos
recorrentes de crises convulsivas, que acometem os individuos portadores. Dependendo da
dimensdo da hiperatividade dos sinais cerebrais e propagacdo, diversos problemas graves
podem ser gerados aos pacientes, como alteracfes sensitivas, emocionais ou cognitivas, lesdes
e transtornos mentais (MINISTERIO DA SAUDE, 2019).

Ha&, aproximadamente, mais de 50 milhdes de pessoas no mundo todo que sdo
diagnosticadas com epilepsia, sendo considerada uma das principais patologias cronicas
cerebrais graves, além de possuir diversas etiologias (THIJS et al., 2019). Nao é uma doenca
transmissivel, porém, pode desenvolver-se em todas as idades, sexo e condicdes
socioeconémicas, além de afetar drasticamente a qualidade de vida dos individuos portadores
(CARVALHO et al., 2017).

Na tentativa de conter as crises epiléticas, os pacientes contam com uma gama
diversa de drogas antiepiléticas (DAES), que buscam atenuar a atividade neuronal anormal, o
que colabora para o controle ou reducdo do processo convulsivo. Porém, muitos desses
farmacos apresentam efeitos adversos nos pacientes, sendo que os principais efeitos descritos
para a maioria dos anticonvulsivantes atuais sdo riscos de isquemia, hepatoxicidade, depressao,
desordens cognitivas e impedimentos motores. Além disto, em uma parcela dos pacientes 0s
resultados ndo séo efetivos, considerando que cerca de 20% a 30% destes sao resistentes aos
tratamentos com drogas sintéticas (BASILIO; FERREIRA, 2019).

Assim, novos tratamentos emergentes do uso da etnofarmacologia tornam-se um
caminho importante para reduzir as complicacdes ou efeitos adversos das drogas
anticonvulsivantes. Espécies vegetais, tais como a Cyperus articulatus L., ja possuem relatos
na literatura como possuindo atividades ansioliticas e anticonvulsivas (HERRERA-
CALDERON et al., 2018), assim, torna-se um potencial novo farmaco anticonvulsivo.

Aliado a isto, a escolha de modelos animais adequados para a realizacdo de testes
in vivo, proporcionam um entendimento mais abrangente a respeito dos mecanismos que
precedem as crises convulsivas, além de serem essenciais na descoberta de novas substancias
farmacologicas, compreensdo de seus mecanismos de acdo, e sua eficacia (QUINTANS-
JUNIOR, et al., 2004). Assim, modelos animais como peixes, emergem como novos modelos
para avaliar os efeitos de drogas pro-convulsivantes (indutoras de episodios de convulsdo) e

anticonvulsivantes.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Epilepsia

O termo epilepsia foi utilizado pela primeira vez por Avicena (980-1037), no século
X1, e € originario do verbo grego “epilambanein” que significa ser tomado, atacado ou possuido.
Este conceito sobre a epilepsia surgiu na Grécia antiga, ha 400 anos a.C. e pela falta de
conhecimento acerca da doenca, 0S gregos e muitos outros povos associavam a epilepsia a
problemas espirituais ou a loucura, embora Hipdcrates ja houvesse descrito a doenga, como
uma anomalia no cérebro e ndo de origem divina ou demoniaca (REKTOR et al., 2013).

Com os avangos da neurofisiologia no século XIX, a epilepsia passou a ser vista
pelo conhecimento cientifico como uma doenca de origem cerebral. O neurologista britanico
Jonh Hughings Jackson, foi um dos primeiros a propor uma base anatémica e fisioldgica
estruturada para a organizacao e localizagdo das fungOes cerebrais, o que colaborou para uma
busca no tratamento e a melhor compreensdo sobre a doenca (FERNANDES, 2013).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) hé4, aproximadamente, 50
milhdes de pessoas no mundo sdo diagnosticadas com epilepsia, 0 que representa um problema
de saude publica, em todas as idades, género e grupos sociais (HERRERA-CALDERON et al.,
2018; MEDEIROS et al., 2020).

Apesar de ser considerada uma doenca global, apresenta distribuicdo desigual,
considerando que aproximadamente 80% dos seus portadores residem em paises
subdesenvolvidos. Este fato é em parte explicado pela presenca de alguns fatores de riscos que
sd0 mais recorrentes em regides pobres, como doencas parasitarias (principalmente
neurocisticercose), infecg¢des intracranianas bacterianas ou virais, leses cerebrais perinatais e
traumatismos cranianos, além de um sistema de atencdo a salde escassa (ESPINOSA-JOVEL
etal., 2018).

2.1.1 Etiologia e fisiopatologia

A epilepsia é caracterizada como uma predisposi¢do crénica do cérebro a gerar uma
hiperatividade neuronal dos circuitos cerebrais que resultam em descargas elétricas excessivas
e sincrbnicas (crises convulsivas), e pelas consequéncias neurobioldgicas, cognitivas,

psicologicas e sociais dessa condi¢do (FISHER et al., 2014). Abrange um grupo diverso de
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doencas com etiologias, prognosticos e terapias diversos, onde sua fisiopatologia basica ainda
ndo é totalmente compreendida (WYLLIE, 2015).

A etiologia da epilepsia pode ser genética ou esporadica, e pode estar ligado as
anormalidades corticais congénitas, traumas, neurocisticercose, infeccdes, exposi¢do a agentes
toxicos, processos degenerativos, processos vasculares que podem ocorrer em todas as idades,
ou tumores cerebrais (FISHER et al., 2005).

Acredita-se que as crises podem ser desencadeadas por varios mecanismos, mas se
aceita que o principio basico envolvido ¢ um desequilibrio entre fatores excitatorios e
inibitorios. A partir disto, a fisiopatologia da epilepsia é conhecida pelo surgimento de
despolarizacGes alteradas da membrana neuronal, alteragdes em canais ibnicos ou morfologias
neuronais. Estas alteracdes produzem um desequilibrio na excitabilidade neuronal por meio de
mudancas nos niveis de neurotransmissores excitatorios (Glutamato, sobretudo) (Figura 1) e
inibitério (acido gama- aminobutirico (GABA), sobretudo) (Figura 2).

O conjunto fisiopatoldgico acerca do processo convulsivo inclui, tanto mecanismos
sinapticos que abrangem, principalmente, a diminuicao da inibicdo GABAérgica e acionamento
de receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) através do glutamato. JA 0s mecanismos nao
sinapticos estdo relacionados aos niveis de potassio extracelular, onde se encontra elevado junto
as ceélulas piramidais corticais, 0 que colabora para a hiperativacdo neuronal. Portanto, a
patologia surge quando existem fragilidades nestes dois sistemas, gerando um desequilibrio por
falta de contrabalanceamento conservado por neurénios inibitorios (MATOS et al., 2017).

Consequentemente, as crises epiléticas podem levar a diversos danos cerebrais,
afetando a consciéncia, memdria, cognicdo, estado emocional, comportamento e as funcGes
sensoriais, motoras e neurovegetativas. Vale ressaltar que nem todas as crises afetam todos
estes fatores, mas todas afetam pelo menos um deles (FISHER et al., 2005; HERRERA-
CALDERON et al., 2018).

Figura 1 - Fisiologia da neurotransmissdo excitatéria. Uma vez presente nos botdes terminais do axdnio, o impulso
nervoso (a) (resultado da despolarizacdo da membrana neuronal) permitird a abertura de canais de célcio
dependentes de voltagem (Ca2+) presentes na célula, neste caso, a célula pré-sinaptica ou glutamatérgica gerando
um influxo de calcio para dentro do citoplasma da célula pré-sinaptica (b); a presenga do calcio ira carrear as
vesiculas contendo o neurotransmissor glutamato (c) e ird ativar a fusdo das vesiculas (d) com a membrana pré-
sindptica com o auxilio de proteinas de ancoragem, resultando na exocitose do glutamato na fenda sinaptica (e);
ao ligar-se aos receptores ionotropicos (NMDA e AMPA) da membrana pos-sinaptica, o glutamato provocara a
abertura do canais i6nicos (f) e permitira a entrada de ions sodio (Na+) e calcio (Ca2+) para dentro da célula pos-
sinaptica (g), resultando na despolarizacdo da célula pés-sinaptica e consequentemente a continuidade do impulso
nervoso (h).
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Terminais axonais - Botoes sinapticos
(Neurotransmissao excitatoria)

Receptores
NMDA

Membrana

despolarizada FENDA

SINAPITICA

) Na+
(g) Impulso nervoso

Impulso nervoso ) e) o 4 (f.)1
(a) S . )
. b
2 Célula
Célula Receptores Wt
pré-sinaptica (neurénio AMPA pos-sinaptica

glutamatérgico) Canais de calcio dependentes

de voltagem

Vesiculas com o neurotransmissor
excitatorio Glutamato

Fonte: Elaborado pelo préprio autor

Figura 2 - Fisiologia da neurotransmisséo inibitéria. Uma vez presente nos botdes terminais do axonio, o impulso
nervoso (a) (resultado da despolarizagdo da membrana neuronal) permitird a abertura de canais de célcio
dependentes de voltagem (Ca2+) presentes na célula, neste caso, a célula gabaérgica gerando um influxo de célcio
para dentro do citoplasma da célula (b); a presenca do célcio ir4 carrear as vesiculas contendo o neurotransmissor
GABA (c) e iraativar a fusdo das vesiculas (d) com a membrana do neurénio gabaérgico resultando na exocitose
do GABA na fenda sindptica (e); ao ligar-se aos receptores ionotrdpicos (GABA a) da membrana pds-sinaptica, o
GABA provocara a abertura do canais idnicos (f) e permitird a entrada do ion cloreto (Cl-) para a célula pés-
sindptica e saida de ions potassio (K+) (g), resultando na hiperpolarizagdo da célula pos-sinaptica e inibigdo do
impulso nervoso (h).

Terminais axonais - Botdes sinapticos
(Neurotransmisséo inibitoria)

Receptores
GABA-a
K+,
@)W - —
Impulso nervoso ( . (s Te T
e e -
{a) '.- . - -

+ + + +

Vesiculas com
neurotransmissor

‘eurotra FENDA
inibitorio GABA \ SINAPTICA
o " (b) Célula
Neurénio ) A 5s-sinapti
gabaérgico Canais de calcio pos-sinaptica
dependentes de
voltagem

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

2.1.1 Classificagéo e sindromes
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De acordo com a International League Against Epilepsy (ILAE), as crises
epilépticas podem ser classificadas em: crises focais, crises generalizadas, crises de inicio
desconhecido e crises ndo classificaveis, e dentro dessas categorias, existem subcategorias
caracterizadas em sintomas motores e ndo motores (FISHER et al., 2017).

A crise generalizada surge em algum ponto da rede neural propagando-se
rapidamente para ambos os hemisférios cerebrais e normalmente néo se sabe o local exato em
que a crise se iniciou. J& na crise focal ha evidéncias clinicas e eletrofisiologicas que apontam
o0 local de inicio, e essas crises se restringe a uma por¢do de um hemisfério cerebral, porém,
podem se tornar generalizadas a partir de sua propagacdo (MARANHAO et al., 2011). Em
certos casos ndo é possivel classificar uma crise epiléptica, tanto pela auséncia de informac6es
completas quanto pela natureza atipica da crise, neste caso, ela entra na categoria nao
classificada (Figura 3) (FISHER et al., 2017).

Organograma 1 — Classificacdo bésica dos tipos de crises convulsivas de acordo com a ILAE 2017.

EPILEPSIA
CRISES NAD CRISES
CRISES FOCAIS CLASSIFICADAS GENERALIZADAS
Comprometimento de uma regido Comprometimento dos dois hemisférios
especifica do cérebro cerebrais
I | | |
Inicio nd ot . Inici to Inicio ndo motor (ou
nicio ndo motor Inicio motor LD s crize de auséncia)

Autondémica Automatismo Tdnico-clénica Tipica

1|

Paragem de atividade

cognitiva Atdnica

Miocldnico-atonicas | Atipica

— X Atonicas espasmos Mioclonia
H Sensoriais Mioclonicas [ ] epiléticos palpebral B

Ténica Miocldnicas

Ezpasmos . . B
epiléticos —1 Miocldnico-tonico-clonicas

Hipercinética

Cognitivag

Fonte: Adaptado de Fisher et al. (2017).



19

2.1.3 Tratamento farmacologico

A epilepsia altera profundamente a qualidade de vida do individuo portador e de
seus familiares. Com isto, um bom diagnostico € essencial para a busca de um tratamento
adequado e eficaz. Normalmente, faz-se uma busca detalhada no histérico do paciente, para
descobrir o tipo de crise e ou sindrome epilética que ele expressa, alguns fatores como, idade,
tolerabilidade, comorbidades, seguranca e eficacia das drogas antiepiléticas (DAES) também
sdo cruciais para definir qual a terapia farmacoldgica mais conveniente a cada paciente
(BERGEN, 2003).

O principal objetivo da terapia farmacoldgica é o controle completo das crises
convulsivas, assim, existe uma ampla variedade de farmacos anticonvulsivantes para o
tratamento da epilepsia, considerando que 0 mecanismo de acdo de cada farmaco é especifico
para cada tipo de crise.

As DAES possuem uma ampla variedade de mecanismos de a¢do, como: reducédo
da neurotransmissdo glutamatérgicas nas sinapses, aumento da inibicéo sinaptica mediada pelo
GABA, efeito mediado por acdo pré-sinaptica ou pds-sinaptica, bloqueio ou abertura de canais
idnicos, além de outros mecanismos descritos no quadro 1 (MATOS et al., 2017; BASILIO;
FERREIRA, 2019).

Apesar, de existir uma gama de farmacos, cerca de 20% a 30% dos pacientes ndo
conseguem obter um resultado que demonstre contencao total das crises. Estes pacientes podem
apresentar apenas um controle parcial, e ndo remissédo total das crises. Em casos assim a cirurgia

torna-se uma opcdo viavel (dentro da viabilidade de cada paciente).

Quadro 1 — Classificacdo das drogas antiepilépticas.



Drogas antiepiléticas

Tipos de crises

Mecanismos de agido
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Efeitos colaterais

(DAES)
Fenobarbital Crises focais, Liga-se aos sitios alostéricos dos Sedacdo, ataxia e hiperatividade
(tradicional) generalizadas e estado receptores de GABA aumentando a

Fenitoina (tradicional)

Carbamazepina
(tradicional)

Acido valpréico
(tradicional)

Benzodiazepinicos -
clonazepam e diazepam
(tradicional)

Felbamato (novo)

Gabapentina (novo)

Lamotrigina (novo)

Topiramato (novo)

Tigabina (novo)

Levetiracetam (novo)

Zonisamida (novo)

Oxcarbamazepina
(novo)

de mal epilético

Crises focais e
generalizadas

Crises focais e
generalizadas

Crises generalizadas
tonico clénicas,
mioclonias, crises
primarias
generalizadas

Crises de generalizas,
epilepsia
fotomioclénica

Crises focais e
generalizadas

Crises focais

Varios tipos de crises

Crises focais e
generalizadas

Crises focais

Crises focais

Crises focais

Crises focais

neurotransmissao GABAérgica

Atua na membrana neuronal bloqueando
os canais de sodio dependentes de
voltagem

Inibigdo dos canais idnicos (sodio e
calcio)

Inibigdo fraca de 2 sistemas enzimaticos
que inativa o GABA: GABA transaminase
e a desidrogenase

Potencializagdo da neurotransmissao
gabaérgica

Bloqueio dos canais de sodio
dependentes de voltagem

Aumento da sintese de GABA

Bloqueio dos canais de sodio
dependentes de voltagem

Bloqueio dos canais de sédio,
potencializagao de receptores de
glutamato

Aumento da presenca de GABA na fenda
sinaptica
Liga-se especificamente a proteina 2 A da
vesicula sinaptica (SV2A). Responsavel

pela fusdo e exocitose de
neurotransmissores

Bloqueio dos canais de sodio e calcio
dependentes de voltagem

Bloqueio dos canais de sédio
dependentes de voltagem

Sedagao, ataxia, hiperplasia
gengival (alguns casos) e
hirsustismo

Intolerancia digestiva, sedacéo,
ataxia, leucopenia, anemia
aplastica, erupgoes cutaneas
Tremor, ganho de peso, dispepsia,
nauseas, vomitos, anorexia,
alopecia, edema periférico,
encefalopatia

Sonoléncia e reacoes paradoxais
(excitagdo, agressividade e
desinibigdo)

Totura, nauseas, sonoléncia e
fadiga

Fadiga, cefaleia, febre e dor
lombar e edema generalizado
(alguns casos)

Erupgoes cutaneas e sindrome de
stevens-johnson

Nefrolitiase

Nao possui efeitos colaterais
significantes

Nasofaringite, sonoléncia e
cefaleia

Nefrolitiase e perda de peso

Hiponatremia

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

2.2 Produtos naturais

Os produtos naturais vém sendo utilizados ha geracfes pelas populacBes
amazonicas para diversas finalidades como, o tratamento, prevengdo ou cura de enfermidades.
Atualmente, estes produtos, especialmente plantas, estdo ganhando um local de destaque nas
pesquisas por novos tratamentos farmacologicos devido sua diversidade estrutural e por serem
potenciais fontes de novos compostos bioativos (CAMARGO, 2005).

De acordo com a Organiza¢do Mundial da Saude (OMS), aproximadamente 80%
da populacdo mundial utilizam frequentemente espécies vegetais, sobretudo plantas, para tratar

problemas de satde, embora muitas das espécies utilizadas ndo apresentarem comprovacgdes
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cientificas a respeito de suas propriedades terapéuticas. Deste modo, novas pesquisas Sao
essenciais na busca do entendimento farmacoldgico, uso terapéutico, eficacia, faixas de
toxicidade e contraindicacdes, para que estas plantas medicinais sejam utilizadas de forma
segura (MELO et al., 2017).

2.3 Cyperus articulatos L. (Priprioca)

A espécie Cyperus articulatus L. € uma espécie vegetal da familia Cyperacea, e é
encontrada em regiGes de condicGes climéaticas de alta umidade, tendo sua distribuicdo na
América tropical e subtropical, e em alguns paises da Africa, Africa do Sul (GORDON-GRAY
et al., 2006), e Camardes (BUM et al., 2001). E uma espécie de capim alto e perene, que possui
um rizoma endurecido, com tubérculos cobertos por bracteas; possui escapo cilindrico e liso
que pode medir de 30 a 43 cm de altura, além de possuirem flores agrupadas em espiguetas
(Figura 3) (LOPES, 2023).

Figura 3 - Cyperus articulatus L. Escapos com flores nas extremidades.

Fonte: Jander Lopes (2022).
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Atualmente, essa espécie tem grande destaque na industria de cosméticos pela
producdo do 6leo essencial (OE) oriundo de seus tubérculos, que é caracterizado pelo forte tom
amarelado, além de possuir um odor intenso amadeirado e agradavel (ZOGHBI et al., 2008).

Além de suas varias utilidades na industria de cosmético e perfumaria, a priprioca
é bastante utilizada na medicina tradicional para o tratamento de vérias doengas como
enxaqueca, diarreias entre outras doencas. Diversas propriedades terapéuticas e farmacoldgicas
tém sido atribuidas a esta espécie, e evidenciados, tais como: o 6leo essencial foi descrito com
atividade antifingica frente a Candida albicans (DUARTE et al., 2005); o extrato aquoso foi
descrito por promover facilitacdo da inducdo do sono e aumento do tempo total do sono, bem
como diminuigéo da atividade locomotora espontanea em camundongos (RAKOTONIRINA et
al., 2001).

Possui
aeruginosa (MONGELLI et al., 1995; DESMACHELIER et al., 1997; DUARTE et al. 2006);
atividade anti-inflamatdria e antiplasmaodica in vitro, antimalarica in vivo do 6leo essencial de
C. articulatus L. (SILVA et al., 2019); acdo inseticida a Trilobium confusum (ABUBAKAR et
al., 2000). Seu extrato aquoso também possui propriedades sedativas e anticonvulsivante (BUM
et al., 2004; HERRERA-CALDERON et al., 2018); propriedade anti enxaqueca (contra a
migranea), dores de cabeca e epilepsia também sdo citados como tratados com essa planta

atividade antibacteriana a Staphylococcus aureus e Pseudomonas

(BUM et al., 2001), bem como outras propriedades descritas na figura 4.

Quadro 2 — Propriedades farmacolégicas da Cyperus articulatus L.

Propriedades farmacoldgicas

Atividade

Propriedades sedativas

Efeito no sistema nervoso
central

Atividade antimicrobiana

Propriedades antioxidantes

Atividade anticonvulsivante

Atividade antimalarica

Fungao hepatoprotetora

Efeito anticoncepcional

Atividade anticancerigena

Parte da planta usada

Decocgdo de rizomas

Rizomas em po

Extrato etandlico e
cloroformio de rizomas

Oleo essencial

Extrato de rizomas
Extrato cloroférmio de
rizomas

Extrato metanolico de
rizoma

Extrato aquoso de rizomas

Oleo essencial

Metabalito relacionado

Flavondides, saponinas,
aglicares, triterpeno e
poliuronideos

Metabolito desconhecido

Compostos a e B-pineno

Compostos fendlicos

Compostos alcaloides

Ciperotundona, alfa-
ciperona, mustacona

Metabolito desconhecido

Metabolito desconhecido

Fonte

Rukanga et al. (2008),
Rakotonirina et al. (2001)

Ngo Bum et al. (2001)

Yusuf et al. (2012),
Freires et al. (2015)

Singer et al. (2003),
Lapornik et al. (2005)

Herrera-Calderon et al.
(2017)

Rakotonirina et al. (2001),
Ohahima et al. (1998)

Datta et al. (2013)

Eniola et al. (2011)

Compostos sesquiterpeno e  Kavazet al. (2019)

um monoterpeno
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Fonte: Adaptado de Machado et al. (2020)

2.4 Peixes como modelo animal para estudos comportamentais

A importancia dos modelos animais pode ser determinada pelo grau em que ele se
adequa como testemunho de um fendmeno natural. Tendo em vista isto, a diversidade desses
modelos experimentais pode gerar perspectivas que permitem a compreensao abrangente dos
fendmenos que caracterizam diversas doencas que ainda ndo possuem suas bases celulares
totalmente conhecidas, como é o exemplo das epilepsias (QUINTANS-JUNIOR et al., 2004).

O uso destes modelos € essencial em estagios pré-clinicos, a fim de se estabelecer
a eficécia e seguranca dos novos tratamentos antes dos testes em humanos. Estes modelos sao
utilizados para diferentes finalidades, tais como, para a identificacdo de novas substancias, e,
para a caracterizacdo do espectro de acdo destas substancias, além de testar a eficacia dos
diversos farmacos.

Diante deste contexto, 0s modelos animais como peixes, emergem cComo NOVOS
modelos para avaliar os efeitos de potenciais drogas anticonvulsivantes, e drogas pro-
convulsivantes (indutoras de episddios de convulséo). Os peixes, tais como o zebrafish (Danio
rerio), por exemplo, apresentam uma homologia genética com o ser humano de
aproximadamente 70%, e mostram-se como modelos com potencial ndo discriminatdrio para
drogas antiepilépticas, em contraste com 0s de roedores em que usualmente as convulsdes
induzidas por pentilenotetrazol (PTZ) foram usadas para identificar agentes anticonvulsivantes
que atuam principalmente através do GABA (MUSSULINI et al., 2013).

Apesar dos estudos com zebrafish, ainda sdo poucos os estudos que utilizam peixes
de &gua doce como modelos experimentais, além de ainda ser raso o conhecimento a respeito
das respostas bioldgicas destas espécies (RAMSDORF, 2011). Diante disso, o Colossoma
macropomum, outra espécie de peixe de dgua doce, tem emergido como um excelente modelo
experimental (AMORIM, 2014).

2.4.1 Colossoma macropomum (tambaqui)

Descrito por George Cuvier em 1816, o Colossoma macropomun conhecido
popularmente como Tambaqui, é uma espécie de peixe nativa dos rios Amazonas, Orinoco e
seus afluentes. Pertence a classe Actnopterygii, ordem Characiforme e familia Serrasalminae,

sendo o maior Characiforme da bacia amazonica (BUCKUP et al., 2007). Em ambiente natural
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0 tambaqui é capaz de atingir até 1 metro de comprimento total e pesar em torno de 30 kg,
sendo considerado um peixe de grande porte (GOULDING; CARVALHO, 1982).

As caracteristicas ecoldgicas desta espécie apresentam comportamento migratorio
de reproducéo (piracema); dieta onivora composta de frutos, sementes, caramujos, zooplancton
e fitoplancton (SANTOS et al., 2006; GUIMARAES, 2009). Em cativeiro, por ser uma espécie
onivora, tem grande facilidade para digerir proteina animal e vegetal, além de adaptar-se
facilmente a racdo artificial (NUNES et al., 2006).

O tambaqui possui habito diurno e tem bom desenvolvimento em criacdes de varias
regides do Brasil com clima quente e boa luminosidade. Na natureza, tem preferéncia por aguas
ricas em nutrientes, em condicdes fisico-quimicas estaveis, com temperaturas que variam de 25
a 34°C e pH variando entre 7 e 8 (IZEL et al., 2014). Nessas aguas as concentracdes de oxigénio
dissolvido sdo superiores a 4 mg/L, porém, essa espécie demonstra alta tolerdncia a niveis
baixos que podem variar entre 3,0 a 1,0 mg/L (ARAUJO-LIMA; GOMES, 2005). Em
ambientes de cultivo o C. macropomum apresenta bom desenvolvimento em aguas com
alcalinidade e dureza acima de 29 mg/L e temperaturas entre 27 e 30°C. Segundo Aride et al.
(2007) o tambaqui também tém alta tolerancia a ambientes de agua acida (ph entre 4,0 e 6,5),
apresentando algumas adaptacdes que vao desde regulacdo ibnica a ajustes hematoldgicos
maior producdo de muco.

Além de possuir grande importancia econémica, o Colossoma macropomum, tem
se destacado como modelo animal em estudos cientificos nas areas de toxicologia,
comportamental e anestesia por apresentar diversas vantagens como: grande facilidade de
obtencdo de juvenis, facil manejo, bom potencial de crescimento, excelente adaptacdo e alta
sensibilidade a substancias quimicas (CUNHA; SANTOS, 2011). A partir disto, torna-se um
potencial “animal modelo” para os estudos comportamentais, na caracterizagdo de alteragdes
de comportamento para elucidacdo complementar sobre os efeitos de farmacos, e substancias

com mecanismos de agdo ainda ndo conhecidos (ARANHA, 2013).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliagdo da atividade farmacoldgica anticonvulsivante do Oleo Essencial de
Cyperus articulatus (priprioca) em juvenis de tambaqui.

3.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a composi¢do quimica do 6leo essencial de Cyperus articulatus e comparar
com dados ja presentes na literatura cientifica.

e Auvaliar a atividade farmacoldgica anticonvulsivante do 6leo essencial de Cyperus
articulatus em juvenis de tambaqui utilizando o modelo de epilepsia induzido por
Pentilenotetrazol (PTZ).

e Validar o protocolo de atividade convulsivante em juvenis de tambaqui utilizando o

modelo de epilepsia induzido por Pentilenotetrazol (PTZ).
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4 METODOLOGIA

4.1 Aspectos éticos

Este estudo encontra-se aprovado sob o protocolo de N° 0120190052, pelo Comité
de Etica para Uso de Animais — CEUA, da Universidade Federal do Oeste do Para (UFOPA).

4.2 Organismo-teste

Foram obtidos 100 juvenis da espécie Colossoma macropomum (CUVIER, 1818),
via compra, na Fazenda de Piscicultura Brasil, situado na Rodovia Everaldo Martins, S/N,
Santarém - PA. Para realizacdo dos experimentos, foram utilizados um total de 63 juvenis com

comprimento de 3 a 5 centimetros.

Figura 4 - Exemplar de juvenil de Colossoma macropomum (Cuvier 1818).

Fonte: Autor (2023).

4.3 Aclimatacéo e Manutencgao

Antes dos procedimentos experimentais os animais foram aclimatados em tanques
contendo &gua tratada no biotério do Laboratdrio de Quimica Aplicada a Toxicologia da Ufopa,

Campus Tapajos (Figura 5).
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Figura 5 - Biotério do Laboratério de Quimica Aplicada a Toxicologia da Ufopa

Fonte: Autor (2023).

O lote de animais foi aclimatado em tanques de 500L, em ambiente aberto,
garantindo o fotoperiodo natural, previamente desinfectados (afim de eliminar microrganismos
que possam afetar o bem-estar dos animais e consequentemente os resultados dos
experimentos), equipados com bombas de recirculagdo e sistema de aeracdo conectadas a
pedras porosas.

A limpeza dos tanques ocorreu diariamente para a retirada de dejetos e residuos
alimentares produzidos pelos animais. Nesse processo, cerca de 20% do volume da agua era
substituido por 4gua previamente tratada com Bicarbonato de S6dio (NaHCO3) afim de manter
0 pH adequado (pH=7+0,5) para o bem-estar dos animais, com temperatura de 261 °C. Os
animais foram alimentados diariamente até 24 horas antes do inicio dos experimentos para que

0s rejeitos ndo interferissem no pH e concentracdo de aménia na agua.

Figura 6 - A-C) Processos de limpeza; troca de dgua e medicdo dos parametros fisico-quimicos da dgua dos
tanques respectivamente.
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Fonte: Autor (2023).

4.4 Drogas e solucdes

Como solucgdes controles foram utilizados: o pentilenotetrazol (SIGMA Life
Science, P6500-100g, Lote:MKCH1462), farmaco padrdo para inducéo de crises epilépticas em
estudos com modelos animais; o Diazepam (Produto Comercial produzido pela Neo-quimica),
farmaco ansiolitico, relaxante muscular e anticonvulsivante, indicado para o tratamento de
ansiedade, agitacdo e espasmos musculares; para solucao teste foi utilizado o 6leo essencial de
Cyperus articulatus, como solugéo anticonvulsivante cedido por Lopes (2023) ; tween 80, para
ajudar na diluicdo do 0leo; e dgua tratada para aquéario (dgua com auséncia de contaminates e

com condic0es fisico-quimicas adequadas para o experimento).

Figura 7 - A) Oleo essencial da Cyperus articulatus L.; B) PTZ.
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Fonte: Autor (2023).

4.5 Coleta e identificacdo do material vegetal

A coleta e preparo do material vegetal da espécie Cyperus articulatus L., foi feito por
Lopes (2023). O material vegetal foi procedente da Fazenda Experimental da Universidade
Federal do Oeste do Para (UFOPA), localizada as margens da Rodovia Santarém-Curua-Una
(PA-370), km 37, no municipio de Santarém-PA, Brasil (“latitude 3° S 07’ 36,2528517843”,
longitude 54° W 99 59,896691144”). A espécie foi identificada pelo botanico Dr. Antdnio
Elielson Sousa da Rocha, da Universidade Federal do Para (UFPA), e uma exsicata foi

depositada no herbario da mesma universidade com registro MG 207174.

Figura 8 - Tubérculos da Cyperus articulatos L.
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Fonte: Jander Lopes (2022).

Apds a coleta do material botanico, foi realizada a lavagem dos rizomas da Cyperus
articulatus L, com &gua corrente, seguida da remocéo de partes que compdem o rizoma e que
ndo contém dleo essencial como, por exemplo, pequenas raizes e residuos do cultivo e terra.
Apos a limpeza do material vegetal, os rizomas da C. articulatus L., foram colocados para

secagem em estufa a 40 C° para retirada do excesso de agua, por um periodo de 72 horas.

4.6 Extracao e caracterizagdo quimica do Oleo essencial de Cyperus articulatus

A extracdo do 6leo essencial da C. articulatus L. (OECA) foi feita por Lopes (2023),
o material vegetal triturado foi submetido a hidrodestilacdo por arraste a vapor, em uma dorna
de 150 L, com duracdo de 6 horas.

A caracterizacdo quimica foi realizada por Lopes (2023), pelo método de
Cromatografia gasosa acoplada Espectrometria de Massa (GC-MS) na Divisdo de Quimica
Organica e Farmacéutica do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e
Agricolas (CPQBA) da Universidade de Campinas — Sdo Paulo (UNICAMP). Esta
caracterizagdo quimica foi realizada em um cromatégrafo a gas Agilent, modelo HP-6890
equipado com um detector seletivo de massas Agilent, modelo HP-5975 utilizando uma coluna
capilar HP-5MS (30m x 0,25mm x 0,25um) nas seguintes condicdes: temperatura do injetor =
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220°C, detector = 250°C, coluna = 60°C, 3C. min, 240C e Hélio como gas de arraste na vazao
de ImL/min. Os compostos majoritarios foram identificados por comparagéo entre os indices
de retencdo (IR) das substancias investigadas com os IR disponiveis na Literatura, utilizando a
biblioteca NIST. Parte do 6leo essencial obtido por Lopes (2023), foi cedida para utilizacao nos

experimentos do presente estudo.

4.7 Tratamentos experimentais

Para induzir crises epilépticas experimentais, 0s animais (n = 7 em cada grupo)
foram individualmente expostos a 5; 7,5; 10 e 15 mM de PTZ diluidos previamente em agua
tratada. Todas as concentracdes de PTZ e o tempo de exposicdo foram baseados em relatos
prévios descritos na literatura (MUSSULINI et al., 2013) para induzir respostas de crises
semelhantes. O grupo controle foi exposto apenas a agua tratada, ou seja, isenta de toxicante.
A fim de investigar o efeito de um DAE cléssico nas convulsdes induzidas por PTZ em
Colossoma macropomum, utilizou-se um modulador alostérico GABAA positivo, o diazepam
(DZP).

Dois grupos de animais foram expostos a 70,24mM de DZP por 40 min em um
béquer contendo 500 ml de agua tratada. Posteriormente, os animais foram rapidamente
transferidos para um béquer contendo agua tratada para remover o excesso de DZP. Um grupo
foi ainda transferido para um aquario com agua tratada para investigar o efeito sedativo de DZP
(grupo de controlo DZP) e outro grupo para um aquario semelhante contendo solucédo de PTZ
da concentracdo 10mM (DZP / grupo PTZ 10mM). O aquério continha 1500 ml de 4gua com
10mM de solugdo de PTZ ou agua tratada. A fim de manter as condi¢fes experimentais, 0s
animais foram manipulados aleatoriamente a partir de seus tanques de origem e transferidos
individualmente para béqueres contendo 500 ml apenas com agua tratada (isenta de toxicante),
durante 0 mesmo periodo de pre-tratamento do DZP (40min). Os animais foram,
cuidadosamente, colocados individualmente nos aquarios, e a sua atividade convulsiva
comportamental foi registada para uma Unica sessdo, no tempo de 20 minutos.

Um grupo de animais foi exposto em 0,005% (v/v) de OECA por 40 min em um
béquer contendo 500 ml de agua tratada. Posteriormente os animais foram transferidos
individualmente para aquérios contendo 1500 ml de agua com 10mM de solucdo de PTZ, afim
de registrar a atividade anticonvulsivante do OECA para uma Unica sessao, no tempo de 20

minutos.
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Figura 9 - Representacdo esquematica do protocolo experimental. A abordagem metodoldgica utilizada para
avaliar o comportamento do tipo crise epiléptica (condi¢Oes experimentais, periodos de exposicao, periodo de
lavagem e avaliacdo de sobrevivéncia ap0s testes comportamentais).

PERIODO DE EXPOSICAO
CONTROLE 40 mn 20 min -
0,5L agua tratada 1,5 L 4gua tratada Y 3 horas
40 min 20 min
Pz 05 4 lrataca 1,5 L solucdes de PTZ 5 3horas
(5;7,5; 10,15 mM)
£
40 min 20 min \|&
DzpP =
. 0,5L solucéo de DZP (75uM) 1,5 L 4gua tratada /\' % 3 horas
|
40 min 20 min
DZPIPTZ 0,5L solucio de DZP (75uM) 1,5 L solugdo de PTZ (10 mM) > 3 horas
40 min 20 min \
OECAIPTZ
0,5L soluciio OECA (0,005 viv) | 1,5 L solucdo de PTZ (10 mM)  3horas
Pré Analise
re-fratamento comportamental Sobrevivéncia

Fonte: Adaptado do protocolo experimental utilizado por Mussulini et al. (2013).

Os ensaios foram realizados com 7 animais em cada grupo. Em cada ensaio, cada
peixe foi colocado individualmente na solugéo de tratamento determinado, e néo foi utilizado
em subsequente. Todos os procedimentos experimentais foram realizados em uma sala
adaptada as condi¢cGes ambientais necessarias para os ensaios. Uma cdmera de monitoramento
foi instalada e ajustada a distancia de 30cm do tanque de teste para garantir o registro de
filmagens sobre a localizacdo e a atividade de natagdo do peixe na coluna d’agua. A parede e o
fundo do aquario foram revestidos externamente com material na cor branca, para garantir
contraste entre o plano de fundo do ambiente (aquario) e o animal, a fim de otimizar as analises
posteriores das imagens dos videos (Figura 10). Todos os procedimentos experimentais foram
realizados cautelosamente, a fim de minimizar o estresse dos animais, e possibilitar a coleta de
dados sobre possiveis respostas comportamentais representativas. Assim, ao longo dos
experimentos, os peixes foram cuidadosamente transferidos entre tanques de aclimatagéo,
béqueres e aquarios. Todos os peixes foram manuseados e testados de maneira semelhante, ou

seja, de modo padronizado. Logo, os comportamentos foram registrados na mesma sala, o que
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manteve a manipulacdo, qualidade da agua e iluminacdo uniforme e constante entre as

tentativas.

Figura 10 - Aparato de filmagem para analise comportamental dos peixes estudados.

Fonte: Autor (2023).

4.8 Anélise comportamental

A andlise comportamental foi realizada com base no protocolo experimental
utilizado por Mussulini et al. (2013), no qual os peixes (n = 7) foram colocados em uma solugéo
de PTZ (5; 7,5; 10 e 15mM) e monitorados por 60 minutos para avaliar 0s comportamentos
relacionado a inducdo de convulsbes. Para caracterizar cada estagio, as manifestacdes
comportamentais foram avaliadas de acordo com a literatura e a sequéncia de manifestacoes
comportamentais descritas usando desde a menor a maior concentracdo de PTZ testada nos

experimentos, para cada estagio, foi atribuido uma pontuacgéo especifica, descrita no quadro 3.
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Quadro 3 - Estagios comportamentais.

PONTUAGAO COMPORTAMENTO

0 Natacao curta principalmente no fundo do tanque.

1 Aumento da atividade de natacdo e alta frequéncia de
movimentos opercul ares.

2 Natacao rapida, com movimentos do lado esquerdo e lado
direito e movimentos irregul ares.

3 Movimentos circulares,

4 Comportamento tipo convulsdo cldnica (contragdo muscular

ritmica anormal do corpo inteiro).
5 Queda para o fundo do tanque, comportamento semelhante a
convulsdo ténica (afundando no tanque perda de postura

corporal e principalmente por extenséo rigida do corpo).

6 Morte.

Fonte: Mussulini et al. (2013).

4.9 Lavagem e analise da sobrevivéncia

Apds a exposicdo ao PTZ, os peixes foram transferidos para béqueres contendo apenas
agua tratada para eliminar todo o PTZ residual em contato com o animal. Imediatamente depois,
o peixe foi transferido para outro béguer com uma nova agua limpa do sistema para avaliar o
periodo de lavagem. Durante a lavagem do PTZ, foram observados grupos por mais trés horas,
para determinar a laténcia para retornar a pontuacdo 0. Considerou-se que o animal retornou
completamente ao comportamento basal quando atingiu a pontua¢do 0 e permaneceu nessa
pontuacéo até o final das 3 horas, e posteriormente registrado por mais 2 min se houve ou néo

a recuperacdo do animal.

4.10 Estatistica
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Os dados ndo paramétricos dos estagios de crises foram expressos como mediana de 6
intervalos interquartis. Os graficos de dispersdo foram projetados para permitir a analise de
variancia ao longo do tempo realizada pelo teste de Friedman seguido pelo teste de Comparacgéo
Multipla de Dunn como post hoc. A laténcia foi representada como média £ o erro padrdo da

média e analisados pela ANOVA de uma via seguida pelo teste de Bonferroni como post hoc.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizagdo quimica do 6leo essencial de Cyperus articulatos

A caracterizacdo quimica do 6leo essencial de Cyperus articulatus obtida por Lopes
(2023), apresentou 99,83% dos compostos, sendo que apenas 69,04% foi possivel a
identificacdo e desde percentual identificou-se que 0,89% sdo monoterpenos ndo-oxigenados,
4,22% monoterpenos oxigenados, 23,71% sesquiterpenos nao-oxigenados e 40,22%
sesquiterpenos oxigenados. Foram considerados substancias majoritarias as substancias com
percentuais de concentragdo maiores que 2,5 %, sendo a mustacona (21,43%), ciclocolorenona
(11,94%), cis-tujopsenal (7,70%), beta-selineno (4,00 %), ciperotundona (3,8 %), oxido de
cariofileno (2,99%) e alfa-copaeno (2,87%), além de dois compostos nédo identificados com
concentrages de 2,86% e 3,88% respectivamente. Na tabela 1 estdo os constituintes
majoritarios identificados com sua molécula estrutural, percentual na amostra, e tempo de

retencdo em minutos.

Tabela 1 - Analitos identificados no 6leo essencial de Cyperus articulatus.

TR (MIN) IR IDENTIFICACAO % REL.
5,33 931 alfa-pineno 0,72
6,43 975 beta-pineno 0,17
11,93 1136 trans-pinocarveol 0,43
12,17 1142 trans-verbenol 0,17
13,80 1183 para-cimen-8-ol 0,65
14,02 1188 alfa-terpineol 0,29
14,25 1194 Mirtenol 0,72
14,77 1207 Verbenona 1,76
15,17 1216 trans-carveol 0,20
21,32 1363 Ciclosativeno 0,50
21,71 1372 alfa-copaeno 2,87
22,37 1388 beta-elemeno 0,20
22,63 1395 Cipereno 1,37
22,89 1401 M = 202 1,03
24,24 1434 alfa-guaieno 0,45
25,01 1453 Rotundeno 0,79
25,57 1467 M =220 0,26
25,76 1472 gama-muuroleno 1,11
26,15 1482 beta-selineno 4,00
26,48 1490 alfa-selineno 0,89
26,65 1494 M =220 1,34
26,93 1501 alfa-bulneseno 1,50
27,60 1518 M =220 0,92
27,74 1522 M =220 0,28
27,95 1528 M =220 0,66
28,35 1538 alfa-calacoreno 1,32
28,69 1547 M =220 0,52

29,34 1564 M =220 1,46
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29,87 1578 oxido de cariofileno 2,99
30,06 1583 M =220 2,31
30,86 1604 M =220 1,21
31,09 1610 M =220 1,46
31,23 1614 M =218 1,43
31,53 1622 M =218 1,93
31,88 1631 M =220 1,97
32,04 1636 M =220 1,55
32,38 1645 M =220 0,99
32,58 1650 M =204 3,88
32,78 1655 M =218 2,42
32,99 1661 M =220 1,26
33,15 1665 n.i. 1,01
33,55 1676 Mustacona 21,43
34,03 1689 Ciperotundona 3,86
34,34 1698 M =218 2,86
34,61 1705 cis-tujopsenal 7,70
35,57 1733 M =234 1,22
36,07 1747 Ciclocolorenona 11,94

Total identificado (%) 99,83

Fonte: Jander Lopes (2022).

Estudos realizados por Zogbhi et al. (2006), revelaram altos teores de mustacona
em oOleos essenciais de C. articulatus cultivado no Para. Portanto, os resultados encontrados
condizem com o relatado em literatura, pesar de ndo apresentarem necessariamente percentuais
idénticos.

Ademais, o0 6leo essencial extraidos de plantas da mesma familia Cyperacea em
alguns paises Africanos (Nigéria e CamarGes), apresentam Varios outros constituintes
majoritarios distintos, ainda que no grupo de sesquiterpernos e monoterpenos, tipo trans-
pinocarveol, beta-pineno, verbeol, gama-patchuleno, cariofileno, também cadinol e cedrol
(HASSANEIN etal., 2014; METUGE et al., 2014; KAVAZ et al., 2019). Essa distin¢gdo mostra
a versatilidade na composicdo quimica dos Gleos esséncias de uma mesma espécie, essas
variacdes podem ser resultado de diversos fatores como: localizac¢do geogréfica, tipo ou PH do
solo, as fases do vegetal, sazonalidade, luminosidade em que o vegetal se localiza, quantidade
de agua recebida, temperatura, além de outras condi¢bes ambientais que sdo capazes de
modificar a composi¢do quimica dos 6leos essenciais (SILVA et al., 2019).

Dentre as substancias identificadas, inimeros estudos constataram as propriedades
farmacoldgicas dos sesquiterpenos. Rukunga et al., (2008), avaliou atividades antiplasmodiais
dos compostos sesquiterpénicos obtido através de extrato cloroférmico dos rizomas de Cyperus
articulatus, sendo a (corimbolona e mustakona), onde a mustakona demonstrou ser 10 vezes
mais ativo contra a cepas sensiveis do Plasmodium falciparum em relacdo a corimbolona. Azzaz

et al., (2014) demonstraram em seus estudos que 0S cOmpostos sesquiterpenos e o
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monoterpenos presentes no Oleo essencial da Cyperus articulatus possuem importancia
significativa para atividade antimicrobiana, além de expressarem grande acao antiflngica, que
foi presenciada contra Candida albicans. Compostos como o alfa-pineno e beta-pineno
(monoterpenos), alfa terpineol (alcool monoterpeno), alfa-copaeno (serquiterpeno), além do
Oxido de cariofileno (serquiterpeno), estdo presentes nos compostos dos 6leos esséncias
Hypericum perforatum (Erva-de-Sao Jo&o) indicado no tratamento dos estados depressivos
leves a moderados (NUNES, 2018). Passiflora incarnata L. (Flor da paixao) utilizado para
tratamento de desordens do sono e ansiedade (DA SILVA et al., 2021). Melissa Officinalis L.
(Erva-cidreira) usado em sintomas de ansiedade leve, Lavandula angustifolia (lavanda) € usado
devido sua atividade ansiolitica (PEREIRA et al., 2021).

E importante ressaltar, que esses compostos quimicos citados acima também estdo
presentes em pequenas fracbes na composicdo do 6leo essencial da Cyperus articulatos achados
no presente estudo, isto é, esses constituintes encontrados em pequena ou em grande proporcao,
apresentam importancia significativa para as atividades apresentadas.

5.2 Analises comportamentais e laténcia para atingir o estagio 4

A anélise comportamental dos juvenis mostrou que o grupo controle exibiu movimentos
espontaneos de natacdo tipicos constituido de nados curtos e movimento opercular pouco
acelerado (dados ndo mostrados). Por outro lado, os animais expostos as diferentes
concentracdes de PTZ, apresentaram o perfil comportamental de crises epiléticas representados
em diferentes estagios.

A Figura 11 representa o perfil comportamental temporal dos animais expostos a
diferentes concentracBes de PTZ. Através das analises foi possivel perceber uma rapida
progressdo dos estagios nos primeiros 5 minutos para os grupos de 10 e 15 mM PTZ (teste de
Friedman, p,0,0001; teste de comparacdes multiplas de Dunn, p,0,05). Portanto, para realizar
uma analise ao longo do tempo, 20 minutos foram divididos em intervalos de 30s.

Os animais expostos as concentra¢des mais altas (10 e 15 mM) (Figura 11 C e D)
atingiram os estagios 4 e 5 mais rapidamente que 0s animais expostos as concentragcdes mais
baixas (5 e 7,5 mM) (Figura 11 A e B) de PTZ. Os animais imersos em PTZ 5Mm (Figura 11
A) apresentaram um padrao repetitivo para os estagios mais baixos (1 e 2) durante os primeiros
5 minutos e atingiram os estagios 4 e 5 nos dltimos 15 minutos. Os animais da concentragdo

7,5 mM de PTZ (Figura 11 C) apresentaram o perfil intermediario (3) entre 5 mM e as
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concentragfes mais altas, alternando entre os estagios 3 a 5, comecgando em 450s a 1200s (teste
de Friedmam, p,0,0001; teste de comparagdes multiplas de Dunn, p. 0,05).

O tempo necessario para alcancar o estagio 5 em cada concentracdo foi: 810s para
5 mM; 510s para 7,5 mM; 270s para 10 mM; e 150s para 15 mM. Os animais das concentracdes
maiores (10 e 15 mM), apresentaram rapida evolucao dos estagios 0-2 para 0 4.

Figura 11 (A, B, C e D) - Perfil comportamental de convulsbes induzidas por PTZ em juvenis de Colossoma
macropomum. A principal caracteristica do comportamento convulsivo induzido pelos tratamentos PTZ 5-15 mM

durante 20 min (n = 7). Na pontuacdo das crises (considerou-se apenas a maior pontuacdo alcancada em cada
intervalo).
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Os animais tratados apenas com o DZP apresentaram baixa motilidade nos
primeiros 8 minutos de observacdo, caracterizando um efeito sedativo do farmaco padréo
anticonvulsivante (dados ndo mostrados). Ap0s isso, comecgaram a apresentar nados curtos no
fundo do tanque, e nos 12 minutos restantes a atividade motora retornou assemelhando-se ao
grupo controle (teste de Friedman, p<0,0001; teste de comparagdes multiplas de Dunn,
p<0,9999).

Os animais do grupo de 75uM DZP/10mM de PTZ apresentaram um perfil de crise
temporal diferente em comparagdo ao grupo 10 mM de PTZ. Em 240s (4 minutos e 30s), todos
0s animais expostos a 10 mM de PTZ atingiram as pontuac6es 4 e 5 (Figura 11 C). No entanto,
0s animais expostos a DZP / 10 mM de PTZ demoraram mais tempo para alcancar as
pontuacdes mais altas (9 minutos) como mostra o Grafico 1. Nos ultimos 15 minutos os animais
expostos a 10 mM de PTZ apresentaram alternancia entre as pontuagdes 4 e 5. Em contrapartida
0s peixes pré-tratados com o DZP apresentaram pontuacdes 2 a 5 (teste de Friedmam, p,0,0001;

teste de comparac6es multiplas de Dunn, p<0,0001).

Gréfico 1 - Perfil comportamental para 75uM DZP/ 10 Mm de PTZ.
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor (2023).
Durante os ultimos anos diversos modelos de animais foram utilizados para o

estudo da epilepsia, buscando mimetizar esta desordem, na tentativa de desvendar os

mecanismos que a originam. Apesar de haver uma grande diversidade de modelos animais para



41

0 estudo da epilepsia, alguns desses modelos se restringem a tipos especificos de crises,
dificultando o estudo em um unico modelo animal (LOCHER, 2011).

Esses modelos animais também sao classificados em genéticos e ndo genéticos. Os
modelos genéticos sdo utilizados na geracdo de crises espontaneas (resultado de anomalias do
sistema nervoso central durante o desenvolvimento do modelo animal) que permitem estudar a
forma cronica da doenga, porém, ndo se tem o controle do inicio das crises convulsivas que
podem surgir em qualquer momento do desenvolvimento do animal. Em contrapartida, 0s
modelos ndo genéticos envolvem a aplicacdo de um estimulo (substancia pré-convulsivante ou
estimulo elétrico) que resulta em crises convulsivas, além de permiti um controle sobre o
momento exato da manifestacdo da crise.

Dentro dos modelos ndo genéticos, tem-se 0s modelos agudos e crénicos, onde 0s
modelos cronicos mais conhecido sdo a LiCl-pilocarpina (TANG, 2011) e o modelo do &cido
cainico (BLOSS; HUNTER, 2010), ambos causam uma crise prolongada no animal (status
epilepticus) seguido por crises recorrentes. O modelo agudo mais utilizado é o do
pentilenotetrazol (PTZ), que resulta em crise rapida e com baixa mortalidade (RUBIO et al.,
2010), mas também ¢ capaz de gerar crises crénicas (método de abrasamento) (TAKECHI et
al., 2012).

O PTZ é um dos compostos mais utilizados na busca de novas DAEs, esta busca se
dé pelo fato de muitos pacientes serem refratarios aos tratamentos farmacol6gicos ja existentes.
De acordo com Loscher (2011), essa refratariedade pode ser resultado da utilizacdo de apenas
um modelo animal, normalmente roedores, para a triagem de novas DAES, o que pode resultar
em farmacos redundantes.

Na busca por novas DAEs, muitos modelos animais, sobretudo peixes, tem
emergido como excelentes modelos para a caracterizacao de crises convulsivas induzidas por
PTZ. Estudos anteriores realizaram andlises detalhadas de comportamentos convulsivos
induzidos por PTZ em larvas e adultos de peixe-zebra (BARABAN et al., 2005; MUSSULINI
et al., 2013). No entanto, uma descri¢ao do perfil da sequéncia comportamental de convulsdes
induzidas por PTZ em juvenis de Colossoma macropomum ainda ndo havia sido realizada até
0 presente trabalho, onde nosso resultado foi semelhante ao de Mussulini et al. (2013), tendo o
tambaqui demonstrado alta sensibilidade ao agente pro-convulsivante (PTZ), expressando
respostas comportamentais ao longo do tempo (Figura 11- A, B, C e D) similares as
apresentadas no estudo de Mussulini et al. (2013) com o zebrafish.

O Colossoma macropomum também tem sido amplamente utilizado em diversas

areas da pesquisa devido suas caracteristicas fisiologicas e histologicas, alta sensibilidade frente
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a diversas substancias (mesmo em doses subletais), facilidade de criagdo e manutencdo o que o
tornam um excelente modelo animal para estudos nas &reas da toxicologia, estudos
bioquimicos, imunologicos e comportamentais (AMORIM, 2014).

Além disso, essa espécie € usada como modelo neotropical para testar a eficacia de
anestésicos obtidos de plantas (SACCOL et al., 2017; SILVA et al., 201; BALDISSEROTTO
etal., 2018; BATISTA et al., 2018).

Os animais do grupo com o pré-tratamento do 6leo essencial de Cyperus articulatos
(OECA / 10 mM de PTZ) apresentaram um perfil de convulsdo temporal diferente em
comparagdo ao grupo 10 mM de PTZ. Em todo o tempo de exposigdo, 0s animais expostos a
10 mM de PTZ, mas previamente exposto a 0,005% v/v de 6leo atingiram as pontuacdes médias
0 e 0 como mostra o Grafico 2. O que demonstra uma diminuicdo significativa no

comportamento convulsivo dos animais juvenis nesta concentragao.

Gréfico 2 - Perfil comportamental para OECA / 10 Mm de PTZ.
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

O Grafico 3 demonstra a laténcia de cada tratamento experimental para marcar o inicio
do estagio 4.

Gréfico 3 — A laténcia para marcar o inicio do estagio 4. Os dados da intensidade e laténcia das crises s&o
representados como média + o erro padrdo da média e analisados por ANOVA de uma via seguido pelo teste de
Bonferroni como post-hoc.
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor (2023)

As analises mostraram que 0S grupos imersos na concentracao de 15 mM apresentaram
menor laténcia para atingir o estdgio 4 quando comparados aos animais imersos nas
concentracdes de 5 e 7,5mM. Além disso, 0s animais expostos a PTZ 5mM apresentaram maior
laténcia para o estagio 4 quando comparados as demais concentracdes (ANOVA de uma via, F
[7, 48] = 23,71, p<0,0001; teste de Bonferroni, p< 0,0037).

O grupo DZP/10mM apresentou laténcia maior que o grupo PTZ 10mM para atingir
a pontuacdo 4 (ANOVA de uma via, F [7, 48] = 23,71, p<0,0001; teste de Bonferroni, p<
0,0009). O grupo OECA/10mM também apresentou laténcia maior que o grupo PTZ 10mM
(ANOVA de uma via, F [7, 48] = 23,71, p<0,0001; teste de Bonferroni, p<0,0001). Quando
comparados os grupos DZP/10mM e OECA/ 10mM a andlise mostra que ndo ha variancia
significativa entre eles (ANOVA de uma via, F [7, 48] = 23,71, p<0,0001; teste de Bonferroni,
p,>0,9999).

A procura por novas substancias com potenciais farmacoldgicos, oriundos de
plantas, tem crescido. InUmeros produtos de origem natural foram inseridos na clinica nos

ultimos anos, pelo enorme potencial psicoterapéutico que eles apresentam, como: Ginko biloba,
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Piper methysticum, Valeriana officinalis L., Passiflora incarnata L., Lavandula sp., Matricaria
recutita L., Melissa officinalis L., Hypericum perforatum, entre outros (VASCONCELOS,
2022).

A espécie Cyperus articulatos € uma espécie vegetal que vem sendo bastante
utilizada pela medicina popular por apresentar diversas aplicacOes terapéuticas e
farmacoldgicas (SILVA, 2019). Diversos estudos atribuem a esta espécie atividades analgésica,
anti-inflamatoria, contraceptiva, antimicrobiana e sedativas (PEREIRA, 2019). Propriedades
antidepressivas e ansioliticas também sdo atribuidas ao 6leo essencial esta espécie, observadas
em camundongos demonstrados no trabalho de (LOPES, 2023).

Herrera-Calderon et al. (2018) demonstrou que o extrato etandlico das folhas de
Cyperus articulatus L. possui um efeito potencial para prevenir convulsdes induzidas por PTZ,
atividade antioxidante, além de aumentar os niveis de GABA. E outros estudos sugerem que 0
extrato metandlico dos rizomas da C. articulatus possuem mecanismos que atuam na inibicéo
seletiva de receptores NMDA no sistema nervoso central (NGO et al., 2001).

Na literatura, até onde sabemos ndo ha estudos que descrevem a atividade
farmacoldgica anticonvulsivante do 6leo essencial de C. articulatus sobre crises convulsivas
em juvenil de Colossoma macropomum. Assim, este trabalho possibilitou a analise da atividade
anticonvulsivante do OECA em juvenis de tambaqui, e demonstrou que os animais tratados
com o OECA mostraram consideravel reducdo das crises convulsivas (Gréfico 2), além de
terem apresentado maior laténcia para atingir o estagio 4 (Gréafico 3) quando comparado aos
grupos tratados apenas com PTZ.

Em contrapartida, quando comparado com o grupo controle (apenas agua), o
controle positivo (apenas DZP) e o grupo pré-tratado com DZP, ndo mostrou variancia
significativa, em outras palavras, o OECA inibiu as crises convulsivas tdo bem quanto o
farmaco convencional, configurando-se uma possivel fonte medicinal promissora, com enorme

colaboragéo futura no tratamento da epilepsia.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A descricdo do perfil da sequéncia comportamental de convulsdes induzidas por
PTZ em juvenis de Colossoma macropomum demonstrou resultados promissores, sendo
similares aos encontrados na literatura cientifica.

Além disso, o 6leo essencial da Cyperus articulatus diminuiu significantemente as
crises convulsivas induzidas por PTZ nos juvenis de tambaqui.

A analise dos padrbes comportamentais induzidos nos juvenis de tambaqui, pode
contribuir para tornar este modelo Util ndo apenas para novas descobertas de DAES, mas
também esclarecer os mecanismos fisioldgicos que precedem as crises convulsivas. Somado
isto, a atividade anticonvulsivante demonstrada pelo OECA, pode ser Gtil no tratamento de
crises epilépticas no futuro. Portanto, o isolamento das substancias ativas do 6leo essencial pode

ser a proxima etapa para continuar com a pesquisa.
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