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RESUMO

A epilepsia € a maior desordem neurolégica do cérebro, caracterizada por crises
epiléticas ou convulsdes que estdo associadas a uma descarga anormal dos neurdnios
cerebrais. Atualmente, o tratamento farmacolégico € dirigido a sintomatologia com um
sucesso limitado e importantes efeitos secundarios, o que tem provocado multiplas
pesquisas com o objetivo de encontrar novos produtos que possam vir a ser usados como
farmacos anticonvulsivantes. Assim, na medicina tradicional, varias plantas vém sendo
utilizadas no tratamento da epilepsia, dentre elas o Ocimum basilicum L.(manjericao).
Neste trabalho investigamos um dos possiveis mecanismos moleculares da acao
anticonvulsivante da solugdo extrativa hidroalcodlica de Ocimum basilicum (SEHOB),
através da avaliacdo da recaptacdo do neurotransmissor inibitério GABA.
Resumidamente, retinas de embrido de galinha com sete dias de vida (E7) foram
dissecadas, tratadas com tripsina 0,05% e incubadas a 37°C em DMEM com 10% de soro
fetal bovino. Apds sete dias, as células nervosas foram pré-incubadas durante 30 minutos
com 0-700 pg/ml de SEHOB e em seguida foi realizado o ensaio de captacdo de [*H]-
GABA. A viabilidade celular foi avaliada, a partir da realizagdo do método de MTT.
Nossos resultados demonstraram que a SEHOB inibe a captacao de GABA (redugdes em
relacdo ao grupo controle de 22,9+14,34%, 18,6+2,5%, 55+17,4%, 64,715,7% com as
doses de 50, 100, 200 e 700 pg/ml, respectivamente; n=3-5). O ensaio de MTT
demonstrou que n&o aconteceu diminuigdo na viabilidade celular ap6s a incubagédo com
as diferentes concentragcbes da SEHOB. Portanto, nossos resultados nos permitem
concluir que a inibicdo da captacdo de GABA produzida pela exposicao a SEHOB, que
aumentaria assim a quantidade do neurotransmissor na fenda sinaptica, poderia ser uma

possivel explicacao para a acao anticonvulsivante do extrato do Ocimum basilicum L.

Palavras-chave: epilepsia, captacao de GABA, Ocimum basilicum L.
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ABSTRACT

Epilepsy is a major neurological disorder of the brain, characterized by seizures or
seizures with an abnormal discharge of brain neurons. Currently, pharmacological
treatment is directed to the symptoms with limited success and significant side effects.
This has led several searches in order to find new products that may be used as
anticonvulsants. Thus, in traditional medicine, many plants have been used in the
treatment of epilepsy, including the Ocimum basilicum L. (basil). In this work, one of the
possible molecular mechanisms of anticonvulsant action of hydroalcoholic solution of
Ocimum basilicum (SEHOB) was investigated by assessing the uptake of the inhibitory
neurotransmitter GABA. Briefly, retinas of chick embryo with seven days of life (E7) were
dissected, treated with 0.05% trypsin and incubated at 37 ° C in DMEM with 10% fetal
bovine serum. After seven days, nerve cells were pre-incubated for 30 minutes with 0-700
mg/ml of SEHOB and the assay of [°H]-GABA uptake was performed. Cell viability was
assessed by the method of MTT. Our results showed that the SEHOB inhibits the GABA
uptake (reductions in the control group from 22,9+14,34%, 18,612,5%, 55%17,4%,
64,715,7% with doses of 50, 100, 200 and 700 mg/ml, respectively, n = 3-5). The MTT
test showed no decrease in cell viability after incubation with different concentrations of the
SEHOB. Therefore, our results showed that the inhibition of GABA uptake caused by the
SEHOB exposure (that may increase the amount of neurotransmitter in the synaptic cleft)
could be a possible explanation for the anticonvulsivant action of Ocimum basilicum L.

extract.

Keywords: epilepsy, GABA uptake, Ocimum basilicum L.



1. INTRODUCAO
1.1- EPILEPSIA

A epilepsia € um tipo de disfuncdo cerebral caracterizada clinicamente por
alteracbes comportamentais subitas (“crises epilépticas”) que tendem a se repetir ao
longo da vida do paciente. Essas crises refletem atividade elétrica anormal e paroxistica,
acometendo preferencialmente uma ou varias areas do cortex cerebral e podem ser
causadas por inumeras patologias estruturais ou neuroquimicas (Palmini, 1998 apud Gitai
et al., 2008; Chang & Lowenstein, 2003).

As crises epiléticas ou convulsdes sdo eventos caracteristicos na epilepsia, 0
onde que se inicia como descarga local anémala pode propagar-se para outras areas do
cérebro. O local da descarga primaria e o grau de sua propagacdo determinam os
sintomas produzidos, que podem variar desde um breve lapso de atencdo a uma
convulsédo, dependendo da funcédo da regido do cérebro afetada. Assim, o envolvimento
do cértex motor causa convulsdes, além de desordens motoras, sensoriais, cognitivas e
psiquicas. O envolvimento do hipotalamo provoca descargas andémalas periféricas e o
envolvimento da formacéao reticular na parte alta do tronco encefalico leva a perda da
consciéncia (Steinlein, 2004; Katzung, 2005; Rang et al., 2008).

1.2- EPIDEMIOLOGIA DA EPILEPSIA

A epilepsia ndo possui obstaculos sociais, étnicas, geogréficas, etarias ou
sexuais. E o transtorno neurolégico cronico grave mais comum (Gomes, 2000 apud Lima,
2001). Ela também esta associada a problemas sociais e econémicos, tornando-se assim
um problema de saude publica (Gomes, 2000 apud Lima, 2001). Aproximadamente 1-
1,5% da populacdo mundial apresenta epilepsia, sendo esta patologia o segundo disturbio
neuroldégico mais comum depois do acidente vascular cerebral (Lopes-Cendes, 2008;
Pitkdnen & Lukasiuk, 2009). ApG6s a primeira crise convulsiva, cerca de 80% dos
pacientes esta sujeito a outra crise nos primeiros trés anos (Hart et al., 1990).



A prevaléncia de epilepsia nos paises economicamente avangcados € de 400-
600 em 100.000 habitantes. J& a incidéncia anual de epilepsia na Europa e América do
Norte é de 40-70 em 100.000 habitantes. Quando considerado a faixa etaria, esta
incidéncia torna-se mais elevada em criancas (aproximadamente metade de todas as
primeiras convulsdes ocorre em individuos abaixo dos 20 anos de idade). Em paises em
desenvolvimento, esta incidéncia é duas vezes maior do que nos paises desenvolvidos,
devido a alta taxa de parasitas cerebrais e a caréncia nos servicos médicos (Parton &
Cockerell, 2003).

1.3- ETIOLOGIA

A epilepsia ndo é uma doencga inteiramente singular, mas sim uma variedade
de transtornos subjacentes, que refletem na disfuncao cerebral, podendo resultar de
numerosas causas diferentes (Fisher et al, 2005). Um pressuposto basico associa
patogénese da epilepsia e a geracao de atividade neuronal sincronizada (convulsées) ha
um desequilibrio entre os aminoacidos excitatérios e inibitérios produzidos por uma
diminuicdo na transmissdao GABAérgica e/ou um aumento na transmissao glutamatérgica
(Sugaya & Onozuka, 1978; Bradford, 1995; Pena & Tapia, 2000). O glutamato e outros
aminoacidos excitatérios sao responsaveis pela transmissdo sinaptica excitatoria,
enquanto que, o GABA (acido gama-aminobutirico) e a glicina sdo responsaveis pela
neurotransmissao sinaptica inibitéria (Angehangen et al., 2003).

O termo epileptogénese refere-se a um processo através do qual um cérebro
previamente assistomatico torna-se capaz de gerar crises epilépticas espontaneas. De
maneira operacional, a epileptogénese é definida como um processo entre o insulto inicial
prejudicial ao cérebro e a ocorréncia da primeira crise epiléptica espontdnea. As lesdes
cerebrais mais freqientemente associadas ao desenvolvimento de epilepsia podem ter
causas, tanto internas como externas (defeitos congénitos, erros inatos do metabolismo,
infeccdo, traumatismo, febre, hemorragia intracraniana, tumores, disturbios bioquimicos,
anoxia, hipoglicemia, bem como doses excessivas de farmacos ou sua interrupcao
abrupta (Raffa et al., 2006; Da Silva & Cabral, 2008; Pitkaken & Lukasiuk, 2009).



1.4- CLASSIFICACAO DA EPILEPSIA

A epilepsia manifesta-se através de varias formas clinicas dificultando o
diagnéstico e o tratamento da doenca. O tipo de medicacgéo utilizado é determinado pela
natureza empirica da crise convulsiva e a distribuicao da descarga an6mala. Diante desse
motivo, esfor¢os consideraveis sdo empregados para classificar as crises convulsivas.
Esta classificacdo esta em evolugdo, com mais de 50 sindromes descritas (Commission
Classification and Terminology of the International League Against Epilepsy, 1989; Engel,
2001).

A classificacao clinica da epilepsia define duas categorias principais de crises
epilépticas: as crises focais ou parciais, as quais acontecem quando alteracoes
fisiopatolégicas em uma parte de um hemisfério cerebral iniciam uma crise e sdo
acompanhadas por anormalidades focais no eletroencefalograma (EEG) e as crises
generalizadas, cujas caracteristicas clinicas e do EEG indicam o envolvimento inicial
simultaneo de todos ou grande parte dos dois hemisférios cerebrais (Minneman et al.,
2006).

Recentemente, a ILAE (International League Against Epilepsy) divulgou uma
nova forma de agrupar os diferentes tipos de epilepsia baseado em conceitos modernos
de neuroimagem e biologia molecular, além de tecnologias genémicas. De acordo com
esta nova classificacdo, os termos epilepsia “idiopéatica”, “sintomatica” e “criptogénica”
definidas em 1989 foram abandonadas pela Comissao, que por sua vez, redefiniu os
conceitos de grupos. Os trés seguintes grupos de causas sao reconhecidos como:

e Epilepsia Genética: é decorrente do resultado direto de um defeito genético
presumido ou conhecido em que as crises epilépticas sdo 0s principais sintomas da
doenca. Exemplos de sindromes epilépticas que seriam classificadas como epilepsias
genéticas incluem: epilepsia de auséncia da infancia, epilepsia autossémica dominante

noturna do lobo frontal e sindrome de Dravet.



e Epilepsia Estrutural/Metabdlica: este grupo nao se ajusta a um padrao eletro-
clinico especifico, ou seja, as caracteristicas clinicas, sinais e sintomas nao definem uma
desordem reconhecivel e distinta. As lesdes estruturais de curso incluem: desordens
adquiridas, como acidente vascular cerebral, trauma e infeccdo. Também, podem ser de
origem genética, como a esclerose tuberosa e muitas malformag¢des no desenvolvimento

cortical.

e Epilepsia de causas desconhecidas: compreende aquelas que devem ser
tomadas de forma neutra e para designar que a natureza da causa subjacente ainda é
desconhecida. As epilepsias pertencentes a este grupo podem ser originadas de um
defeito genético fundamental em seu nucleo, ou podem ser consequéncia de uma doenca

ou condicao ainda nao reconhecida.

Segundo, esta nova classificacdo as crises epilépticas envolvem todas as
redes de neur6nios, podendo ser relativamente localizada, amplamente distribuida e
limitada a um hemisfério ou bilateral. Essas redes, muitas vezes envolvem ambas as
estruturas corticais e subcorticais. Consequientemente, os termos “focal” e “generalizada”,
definidos na classificacao de 1981, foram redefinidos para refletir a fisiopatologia atual e
substratos anatémicos de eventos epilépticos (Commission on Classification and

Terminology of the International League Against Epilepsy, 2009).

1.5- TRATAMENTO DA EPILEPSIA — DROGAS ANTIEPILEPTICAS

Uma droga antiepiléptica ou anticonvulsivante pode ser definida como uma
substancia que quando administrada por um determinado periodo, pode diminuir a
incidéncia ou severidade das crises epilépticas que acometem pacientes portadores de
epilepsia. Desse modo, o objetivo da terapia com farmacos antiepilépticos € prevenir as
convulsdées e minimizar os efeitos colaterais, através do uso de um regime de farmacos o

mais simples possivel (Minneman et al., 2006; Porto et al., 2007).



O diagnéstico e o tratamento precoces dos disturbios convulsivos com um
unico agente apropriado oferecem a melhor perspectiva de alcangar periodos longos sem
convulsdes com o0 menor risco de toxicidade (Goldman & Gilman, 2006).

As drogas anticonvulsivantes atuais sado eficazes no controle de crises
convulsivas, porém seu uso € restrito, pois como sdo capazes de atravessar a barreira
hematoencefélica apresentam potencial suficiente para causar toxicidade sistémica e
neuroldgica, promovendo diversos efeitos colaterais e o desenvolvimento de tolerancia
(Minneman et al., 2006; Wade et al., 2008).

Os principais mecanismos relacionados a acao de farmacos anticonvulsivantes
incluem: (1) agentes que inibem a fungéo dos canais de sédio nas membranas neuronais;
(2) agentes que inibem a fungédo dos canais de célcio nas membranas neuronais; e (3)
agentes que potencializam a ag¢do do neurotransmissor inibitério, 0 GABA. Dentre outros
mecanismos de acao dos antiepilépticos, destacam-se agentes que inibem a atividade
dos neurotransmissores excitatérios, como o acido glutamico e aspértico (Graig & Stitzel,
2004; Minneman et al., 2006; Rang et al., 2008).

O primeiro mecanismo inclui mudancas na funcdo da membrana neuronal,
devido alteragdes nos canais ibnicos regulados por voltagem. Neste contexto, os
farmacos reduzem a excitabilidade elétrica das membranas celulares por bloqueio uso-
dependente dos canais de sédio dependentes de voltagem. Esses canais transportam a
corrente de entrada necessaria para a geragdo do potencial de agdo. A chegada do
potencial de acdo desencadeia despolarizacao e a entrada de ions sédio para o interior
da célula, em virtude da abertura do portdo de inativacao (estado aberto). Todavia, essa
despolarizagao resulta na movimentacdo de um portao de inativacéo para dentro do canal
(estado inativado). Drogas antiepilépticas, a exemplo da fenitoina interagem
preferencialmente aos canais neste estado, impedindo-os de retornarem ao seu estado de
repouso (portdo de ativagdo fechado). Assim, um menor numero de canais funcionantes

fica disponivel para a geracao de potenciais de acdo (Minneman et al., 2006).



O segundo mecanismo envolve agentes eficazes contra as crises de auséncia,
pois restringem a ativagdo dos canais de calcio do tipo T, diminuindo o fluxo de calcio
nesses tipos de canais nos neurdnios taldmicos (Goldman & Gilman, 2006). A
etossuximida bloqueia especificamente o canal de célcio do tipo T, cuja ativacao
supostamente desempenha algum papel na descarga ritmica associada as crises de

auséncia (Minneman et al, 2006; Rang et al., 2008).

O terceiro amplo mecanismo abrange a potencializacdo da acdo do GABA, o
principal neurotransmissor inibitério presente no Sistema Nervoso Central (SNC) dos
mamiferos (Bowery & Smart, 2006). Trés tipos de receptores GABA sédo encontrados no
SNC maduro: receptores GABAax, GABAg e GABAc. Os receptores GABAx e GABA¢ sé@o
ionotrépicos, enquanto, os receptores GABAg sdo metabotrdpicos e estdo acoplados a
proteina G (Brooks-Kayal et al., 2009). A ativacdo de receptores GABAg pds-sinapticos
aumenta a condutdncia de ions potassio através da membrana, levando a
hiperpolarizacédo neuronal prolongada, ja a ativacdo de receptores GABAg pré-sinapticos
reduz a condutancia de ions calcio e a liberacdo do neurotransmissor. Os receptores
ionotrépicos GABAA € GABAc, por sua vez, sdo permedveis aos ions cloreto e bicarbonato
(Farant & Kaila, 2007).

Os receptores GABAA sdo os principais alvos farmacolégicos para o tratamento
de crises epilépticas, pois contém locais de ligacdo direta e indireta para diferentes
farmacos anticonvulsivantes. Os benzodiazepinicos (diazepam, clonazepam e lorazepam)
aumentam a eficacia da inibicdo mediada pelo GABA, através do aumento da freqtiéncia
de abertura dos canais de CI". Os barbituricos interagem com os receptores GABAx em
local de ligacao adjacente ao canal de ClI', desencadeando efeitos GABA mimético (acao
direta sobre os canais de Cl) e efeitos potencializadores do GABA, prolongando a
abertura dos canais de CI a partir de uma determinada quantidade de GABA (Minneman
et al, 2006; Galanopoulou, 2008; Rang et al., 2008).

Outros alvos 6bvios para farmacos antiepilépticos potenciais sao os receptores
para aminodcidos excitatérios e antagonistas agindo sobre os receptores NMDA, AMPA
(a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol-propionato) ou receptores metabotrépicos de



glutamato. Poucas destas substancias que mostraram atividade anticonvulsivante em
modelos animais foram testadas em humanos, mas em geral mostram uma margem
estreita entre o efeito anticonvulsivante desejavel e efeitos colaterais inaceitaveis, como

perda da coordenacdo motora (Rang et al., 2008).

1.6- MODELO DE ESTUDO DO SISTEMA NERVOSO CENTRAL — RETINA

A retina € uma delgada |amina de tecido nervoso, conectada ao cérebro e
localizada na regidao posterior do olho. Este tecido apresenta a maioria dos
neurotransmissores e neuromoduladores encontrados no SNC. O principal
neurotransmissor utilizado na via vertical do processamento visual € o glutamato. Células
horizontais sédo principalmente GABAérgicas enquanto que muitas células amacrinas
podem ser GABAérgicas ou glicinérgicas. As células amacrinas sdo as que conferem
maior diversidade neuroquimica a retina (Portugal, 2006; Freitas, 2008).

A via de sinalizacdo composta por fotorreceptores, células bipolares e células
ganglionares € a rota mais direta, através da qual os fluxos de informagao visual chegam
ao cérebro. Na primeira camada sinaptica, a Camada Plexiforme Externa, células
horizontais modulam a transmissao entre fotorreceptores e células bipolares. Na segunda
camada singptica, a Camada Plexiforme Interna, as células amacrinas modulam a
transmissao entre as células bipolares e células as células ganglionares, sendo que a
transmissao mediada por GABA ocorre em ambas as camadas sinapticas (Eggers et al.,
2006).

1.7-FITOTERAPIA — UMA NOVA ABORDAGEM TERAPEUTICA

O uso de plantas no tratamento e na cura de enfermidades € tdo antigo quanto
a espécie humana. O conhecimento sobre plantas medicinais simboliza muitas vezes o
unico recurso terapéutico de muitas comunidades e grupos étnicos. Ainda hoje nas

regides mais pobres do pais e até mesmo nas grandes cidades brasileiras, plantas



medicinais sdo comercializadas em feiras livres, mercados populares e encontradas em

quintais residenciais (Maciel et al., 2002).

A fitoterapia utiliza diversos modos de aplicacdo das propriedades medicinais
das plantas e o uso adequado destas formulagdes auxilia a saude no combate a doencas

e traumas diversos (Dos Santos Moraes et al., 2007).

Os produtos que sao originados de plantas sdo chamados genericamente de
fitoterapicos, considerados como um importante instrumento na terapéutica, pois contém
principios biologicamente ativos, e muitos desses sado utilizados como modelo para
sintese de varios farmacos. Cerca de 200 espécies de plantas encontradas no Brasil sdo
empregadas na Medicina popular para o tratamento de doencas renais, infec¢des
intestinais e urinarias, diabetes, hepatite, entre outras. Varios constituintes desses
vegetais, quando isolados ou em sinergismo com outros compostos, tém acao analgésica,
antiinflamatéria, antiviral, hipoglicemiante, antiespasmédica e antialérgica (Guerra &
Nodari, 2001; Calixto et al., 1997).

O estimulo ao uso de fitoterapicos objetiva prevenir, curar ou minimizar os
sintomas das doencas, com um custo mais acessivel a populagédo e aos servicos publicos
de saude, comparativamente aqueles obtidos por sintese quimica, que sdo, em geral,
mais caros, devido as patentes tecnoldgicas envolvidas (Toledo et al., 2003).

As plantas medicinais desempenham, portanto, um papel muito importante na
medicina moderna e dentre essa grande variedade de vegetais e ervas medicinais, temos
o Ocimum basilicum L., popularmente conhecido como manjericdo. Trata-se de uma erva
que pertence a familia Lamiaceae, sendo extensivamente utilizada para adicionar um
distintivo aroma e sabor aos alimentos. As folhas podem ser usadas frescas ou secas
para a utilizagdo como uma especiaria e 0s 6leos essenciais, também sdo largamente
utilizados nas industrias cosmética, farmacéutica, alimentar e como flavorizantes
(Loughrin & Kasperbauer, 2003; Copetta et al., 2006; Affonso et al., 2007).
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O género Ocimum esta representado por mais de 150 espécies e tem uma
distribuicdo geografica por todas as regides de clima tropical e subtropical. E um
importante grupo de plantas aromdticas que produzem Oleo essencial rico em
constituintes como: acidos fendlicos, linalol, geraniol, citral, alcanfor, eugenol, timol, 1,8-
cineol, acetato de nerila, e outros compostos. Seus diferentes componentes sdo usados
na medicina popular como medicamentos de elevado poder antisséptico, hipnosedativo,
regulador digestivo e diurético, bactericida, fungicida e antiparasitario (Tucakov, 1996;
Govin et al., 2000).

O linalol € um monoterpeno comumente encontrado em 6éleos essenciais,
sendo um dos principais componentes do 6leo essencial de Ocimum basilicum L. (62,9%).
Este composto é usado na medicina tradicional por produzirem efeitos sedativos e
anticonvulsivos. O 6leo essencial de Ocimum basilicum L. com alta concentracdo de
linalol € valorizado no mercado internacional e amplamente usado na industria de

condimentos e cosméticos (Beric et al., 2008; Filho et al., 2006; Brum et al., 2001).

O manjericao (Ocimum basilicum L.) é considerado uma planta anual ou
perene, comercialmente cultivada para fins medicinais com indicagdes antiespasmaodica e
sedativa (Figura 1). Ha estudos que demonstram que o extrato aquoso e o extrato
etandico possuem substancias como apigenina, linalol e acido ursélico que exibem um
largo espectro de atividade antiviral. Estes compostos apresentam forte atividade contra
0s virus da hepatite B e o virus do herpes (Chiang et al., 2005 apud Venancio, 2006).

Figura 1: Fotos da espécie Ocimum basiicum L
Fonte: www. lmagensFromBulgaria. com e http:#primrose. be/pub/nlfshowi/buikpinls.
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2. JUSTIFICATIVA

O uso de plantas medicinais na terapéutica € muito antigo, e esta intimamente
relacionado com a propria evolugdo do homem. Para utilizarem as plantas como
medicamentos, os homens antigos valiam-se de suas préprias experiéncias empiricas de
acerto e erro, e da observacdo do uso de plantas pelos animais, além da intervencao
divina para determinadas doencas. Em suma, percebe-se que mitos, lendas e tradicoes
apontam para o emprego amplo de plantas medicinais em todos os tempos, em todas as
camadas sociais e quase em toda a humanidade (Oliveira et al., 2006).

Estes produtos naturais podem ser tao eficientes quanto os produzidos pela
sintese quimica, contudo a transformacao de uma planta em um medicamento deve visar
a preservacao da integridade quimica e farmacolégica do vegetal, garantindo a constancia
de sua acao biolégica e a sua segurancga de utilizacao, além de valorizar seu potencial
terapéutico. Para atingir esses objetivos, a producdo de fitoterapicos requer,
necessariamente, estudos prévios relativos a aspectos botanicos, agronémicos,
fitoquimicos, farmacologicos, toxicoldgicos, de desenvolvimento de metodologias

analiticas e tecnoldgicas (Miguel & Miguel, 1999).

Dessa forma, muitas etapas devem ser seguidas para que um medicamento
fitoterapico seja comercializado, sendo necessario que o produto final apresente padroes

adequados de eficicia, seguranca e qualidade (Sonaglio et al., 2003).

Os produtos de origem natural sdo importantes na pesquisa de novos
farmacos, tendo em vista que varios principios ativos de plantas medicinais, descobertos
ha dezenas de anos, sao até hoje utilizados na terapéutica. As plantas do género Ocimum
sdo usadas popularmente para o tratamento de alguns disturbios associados ao SNC,
como a depressao e também nos tratamentos do estresse (Venancio, 2006).

Em trabalhos preliminares desenvolvidos na UNIVILLE, foi possivel verificar
que a solucdo hidroetandlica 70% de folhas de O. basilicum apresenta atividade
anticonvulsivante no modelo do pentilenotetrazol (PTZ) similar aquela produzida pelo
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diazepam, no mesmo modelo experimental. Além disso, a partir da realizagdo de testes
de genotoxicidade em cultura de linfécitos humanos, no Laboratério de Farmacologia
Molecular — UFPA pode-se concluir que os extratos da planta nas concentragdes usadas

nao produzem efeito genotodxico.

O PTZ é um farmaco que atua bloqueando a acao do neurotransmissor GABA
sobre os receptores GABAa, 0s quais agem controlando a permeabilidade ao CI. A
diminuicédo no influxo de ions cloreto provoca reducdo da hiperpolarizacao da membrana
e 0 aumento na geracao do potencial de acéo, caracterizando a epilepsia e suas crises

tipicas

Sabendo que o PTZ é um antagonista do receptor GABAa, supde-se que o
mecanismo de acao do extrato esteja relacionada com o sistema GABAérgico, tornando
este sistema nosso principal alvo molecular para o estudo do mecanismo de acao

anticonvulsivante do Ocimum basilicum.
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3. OBJETIVOS

3.1-OBJETIVO GERAL

A proposta desse estudo € investigar um dos possiveis mecanismos
moleculares da agdo anticonvulsivante da solucdo extrativa hidroalcodlica de Ocimum
basilicum (SEHOB), através da avaliacao da recaptacdo do neurotransmissor inibitorio
GABA.

3.2-OBJETIVOS ESPECIFICOS

— Avaliar a recaptacado do neurotransmissor GABA em cultura primaria de
células nervosas da retina de embriées de galinha, expostas a diferentes concentracoes
da SEHOB;

— Avaliar a viabilidade celular das culturas primarias de células nervosas da
retina de embrides de galinha, apo6s incubacdo com SEHOB.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1-CULTURA DE RETINA DE EMBRIAO DE GALINHA

Os embrides de galinha foram escalonados de acordo com Hamburger e
Hamilton (1951) e sacrificados por decapitacao. As culturas primarias de células nervosas
da retina de embrido de galinha foram preparadas a partir do sétimo dia de vida (E7)
como descrito por Do Nascimento et al. (1998). Resumidamente, as retinas foram
dissecadas assepticamente em uma solucéo salina de Hank’s livre de calcio e magnésio.
O tecido foi dissociado mecanicamente e tratado com tripsina 0,05%. As células
dissociadas foram mantidas em meio de cultura DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium) contento 10% de Soro Bovino Fetal, 100 U/ml de penicilina, 100 pg/ml de
estreptomicina e 500 ug/ml de glutamina. Em seguida, as células foram semeadas em
placas contendo 12 pogos e cultivadas por sete dias a 37°C e 5% de CO, (Herculano et
al., 2006).

4.2- SOLUGCAO EXTRATIVA DE OCIMUM BASILICUM L.

A solucdo extrativa hidroalcodlica (70%) de folhas de Ocimum basilicum L.
(SEHOB) foi fornecida ao Laboratério de Farmacologia Molecular da UFPA pela
Universidade de Joinville (UNIVILLE) seguindo as pautas do projeto de colaboracao
“Investigacao da composicao quimica de folhas de Ocimum basilicum L. e otimizagdo dos
processos tecnoldgicos de extragdo monitorados pela avaliacdo pré-clinica da atividade
anticonvulsivante”. A SEHOB foi diluida em solucdo de Hank’s com sddio com uma

concentracédo de 20,6 pg/pl.

4.3-EXPOSICAO AO EXTRATO DE OCIMUM BASILICUM L.

Antes da realizagdo dos experimentos, o meio foi removido e as células foram

pré-incubadas por 30 minutos com 1 ml da SEHOB em diferentes concentra¢des (0-700
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pug/ml) diluido em solugdo de Hank’s contendo soédio. Essas doses correspondem a
concentragdo sanguinea aproximada que obteve melhor efeito terapéutico nos

experimentos prévios com animais.

4.4-INCORPORACAO DE [*H]-GABA EM CULTURA DE CELULAS
RETINIANAS

Para o ensaio de captacdo de GABA, as células foram previamente lavadas
com 1 ml de tampao fosfato-salino (PBS). Ap6s a lavagem, as células foram incubadas
durante 15 minutos com 500 uL de solucao salina de Hank’s contendo: 128 mM NaCl, 4
mM KCI, 1 mM Na;HPO,4 , 0.5 mM KH,PO4, 1 mM MgCI , 3 mM CaCl, , 12 mM glicose e
0.25 uCi de [*H]-GABA, pH 7.4.

Apoés o periodo de captagéo, as células foram lavadas trés vezes com 1 ml de
tampao PBS resfriado, a fim de interromper a captacao do neurotransmissor estudado.
Em seguida, as células foram solubilizadas em 0,1% de dodecilsulfato de soédio. A
radioatividade de todas as amostras foi mensurada através do contador de cintilacao
liquida como descrito por Mohammadi et al. (2008).

4.5-AVALIACAO DE VIABILIDADE CELULAR

A morte celular foi estimada através do ensaio colorimétrico de viabilidade
celular descrito por Mosmann (1983). Neste método, o reagente MTT (brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio) é reduzido a formazan purpura pelas mitocéndrias
de células vivas, uma vez que acontece somente quando a enzima redutase mitocondrial

esta ativa.

Ap6s o tratamento com a SEHOB, retirou-se o0 extrato e as células foram
lavadas com 1 ml de PBS. Em seguida, as células foram incubadas com MTT 0,5 mg/mL
por 2 horas a 37°C. Posteriormente, o MTT foi retirado de cada poco da placa e a camada
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de células contendo o formazan insoluvel foi dissolvida em 200ul de dimetilsulféxido. Para
evitar a perda de células vivas no processo, o MTT retirado foi centrifugado a 3000 rpm
por 5 minutos e o pellet adicionado a respectiva amostra. A absorbancia do material foi
determinada em espectrofotdmetro nos comprimentos de onda de 570 — 690nm.

4.6-ANALISE ESTATISTICA

Os testes estatisticos foram realizados pelo software INSTAT. A comparacgao
das médias entre os grupos foi realizada a partir da andlise de variancia de uma via
(ANOVA), seguido de um teste post hoc Tukey, sendo considerado estatisticamente
significativo um valor de p<0,05.
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5. RESULTADOS

Os resultados obtidos neste estudo revelaram que o extrato de Ocimum
basilicum L. é capaz de inibir a recaptacdo do neurotransmissor GABA nas diferentes
concentragdes estudadas.

O tratamento das células com doses crescentes de SEHOB mostraram que a
inibicdo da recaptacao de GABA ocorre de forma dose-dependente (Figura 2). As doses
de 50ug/ml e 100ug/ml j& mostraram uma tendéncia para inibir a recaptacdo de GABA
que foi significativamente evidente nas doses de 200ug/ml e 700ug/ml. Essas ultimas

doses foram capazes de inibir de forma eficiente a captacdo desse neurotransmissor.
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FIGURA Z: Presenga de GABA marcado (medido em percentuais de CPM relativo ao controle) no
interior das ceélulas apds 30 minutos de incubagio com diferentes concentragdes de SEHOB. Os
dados faram expressos como média £ erro padrao (n=3-8). ™ p<001 ws Caontrole e ™ p<0001 vs
Contraole.
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As reducgdes na recaptacdo de GABA em relacdo ao grupo controle foram de
3,82+23,17%, 18,6312,51%, 33,38% 29,25% e 51,03+£19,78%, respectivamente para as
doses de 50 a 700ug/ml (Figura 3).
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FIGURA 3: Percentual de Inibigdo de Recaptagdo de GABA em relagio ds concentragdes do
extrato de O, basilicum testadas.

O valor de ECsy (concentracdo da droga que produz 50% de inibicdo) do
extrato de Ocimum basilicum L. foi calculado a partir do ajuste sigmoidal (R®= 0,986,

ANOVA p<0,001) da curva concentracao-resposta resultando em 243,2 ug/ml.

Poder-se-ia pensar que a diminuicdo na captacdo de GABA produzida pela
exposi¢ao as crescentes concentragdes do extrato de Ocimum basilicum L. seria devido a
um efeito toxico da planta que estaria eliminado as células. No entanto, o resultado de
MTT estabeleceu claramente que a viabilidade celular ndo diminuiu (Figura 4).
Interessantemente, a exposicdo as concentracdes de 200ug/ml e 700ug/ml aumentou

ligeiramente a absorbancia em relagéo ao controle.
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6. DISCUSSAO

No presente trabalho foi demonstrado, pela primeira vez, que o extrato
hidroalcodlico de Ocimum basilicum L. (SEHOB) inibe a captacdo do neurotransmissor
GABA em células nervosas retinianas tratadas com crescentes concentragdes do extrato.
Assim, a inibicdo na captacdo de GABA estaria aumentando a quantidade do
neurotransmissor na fenda sinaptica, fazendo com que o GABA tenha um efeito inibitorio

potencializado pela interagdo com um numero maior de receptores.

Interessantemente, esta inibicdo esteve relacionada diretamente com a
concentragdo da SEHOB, ou seja, a SEHOB é capaz de inibir a captacdo do GABA de
maneira dose-dependente (Figura 4 e 5). Além disso, os resultados obtidos a partir da
avaliacdo do metabolismo celular indicaram que a SEHOB nao esta sendo lesiva para as

células retinianas, apds a exposi¢do as mesmas concentragdes (Figura 6).

A metodologia deste trabalho é concordante com as citacées na literatura
referentes a utilizacdo do tecido retiniano como modelo experimental para o estudo do
desenvolvimento e maturacdo do SNC. Este tecido compartiha a mesma origem
embrionaria e complexidade neuroquimica semelhante a outras regides do SNC
(Yamasaki et al., 1999; Portugal, 2006; Freitas, 2008).

A retina possui ainda, circuitos sinapticos restritos ao tecido e seu
desenvolvimento independe de outras areas do sistema nervoso. Isso permite que
técnicas de cultura e explante de retina sejam utilizadas tanto para estudos de sinalizagéao
intercelular como estudos farmacoldgicos, pois possuem muitas das propriedades do
tecido in vivo (De Mello et al., 1982; Portugal, 2006; Freitas, 2008).

Especificamente, a retina € um tecido facilmente obtido nos mais variados
estagios do desenvolvimento, constituindo um excelente modelo para estudos de
proliferacdo, comunicacdo e desenvolvimento celular (Coloumbre, 1955). O
desenvolvimento embrionario da retina nesta espécie dura apenas 21 dias. Os

progenitores de células horizontais e amacrinas (principais responsavéis pela transmissao
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mediada pelo GABA) iniciam seu ciclo celular no terceiro dia do desenvolvimento
embrionario (E3) finalizando em E9 e E10, respectivamente. O apice deste processo é
atingido entre E6 e E7 (Prada et al., 1991 apud Portugal, 2006).

Dessa forma, neste estudo foram utilizadas culturas de células nervosas
maduras que estavam no auge de seu desenvolvimento celular como neurénios
GABAérgicos. Este momento do desenvolvimento € ideal para estudar a inibicdo mediada
pelo GABA, ja que a retina apresenta uma quantidade relativamente pequena de tipos
neuronais estruturalmente distribuidos em camadas facilmente reconhecivéis (Eggers et
al., 2006; Anccasi, 2008).

Nos ultimos trés anos, um projeto de colaboracdo entre a Universidade da
regido de Joinville e o Laboratério de Farmacologia Molecular da Universidade Federal do
Para, vem sendo desenvolvido para estudar a atividade anticonvulsivante da solugao
extrativa hidroalcodlica de Ocimum basilicum L. Durante a execug¢do deste projeto,
experimentos in vivo foram realizados e verificou-se que a SEHOB possui um potente
efeito anticonvulsivante em modelo animal de epilepsia. Este modelo baseou-se no uso
do pentilenotetrazol para induzir as crises convulsivas (0 PTZ é caracterizado por
bloquear o canal de CI" do complexo do receptor GABA,A). Assim, nos experimentos in
vivo, as injecdes de 600 e 700 mg/kg de SEHOB geraram um aumento da laténcia para o
aparecimento da primeira convulsdo, redugdo do numero de convulsdes e,
consequentemente, aumento do tempo e do indice de sobrevivéncia dos animais (Coelho
et al., 2007). Os resultados obtidos com esses experimentos in vivo revelaram ainda que
o potencial anticonvulsivante dessa planta esta diretamente relacionado a dosagem
administrada (Coelho et al., 2007). Entretanto, todos os estudos in vivo realizados até o

momento, ndo conseguiram esclarecer qual o mecanismo molecular de acdo da SEHOB.

Assim, o presente trabalho utilizou as concentracbes testadas in vivo para

estudar com maior precisdo a dosagem do extrato com melhor efeito anticonvulsivante.

Nossos resultados demonstraram que no intervalo das concentragbes de 50
pug/ml a 100 pg/ml, a SEHOB ja mostrou certa tendéncia a inibir a captacdao de GABA
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(Figura 4). Assim, esse fato explicaria a producédo de apenas efeitos sensibilizatérios para
a convulsao, visto que, neste mesmo intervalo de doses, a injecdo de SEHOB gerou
pouca ou nenhuma influéncia contra os efeitos do PTZ nos experimentos in vivo (Coelho
et al., 2007).

Entretanto, o melhor resultado na inibicdo da captacdo de GABA (préximo aos
50% de inibicdo) foi obtido quando as culturas primarias foram expostas a 700 pg/ml do
extrato (Figura 5). Também, os resultados in vivo corrobararam que, essa mesma
concentracdo de SEHOB é capaz de produzir a mais eficaz e importante atividade
anticonvulsivante (Coelho et al., 2007), validando nosso modelo in vitro. Provavelmente,
esta inibicdo aumenta a concentracdo de GABA na fenda sinaptica e sua atividade no
encéfalo, diminuindo a susceptibilidade a convulsées e protegendo o SNC contra as
condicoes epilépticas (Beleboni et al., 2004).

Ainda, no presente trabalho, a exposicao in vitro a concentracées crescentes
de SEHOB ajustou-se a uma curva de saturagao (ver Resultados) e doses superiores a
700ug/ml ndo aumentaram a inibicdo da captacao de GABA (dados ndo mostrados). Esse
fato apdia a idéia de que o efeito do SEHOB seria sobre o transportador de GABA,
chegando a bloquear completamente todos os transportadores presentes na membrana
nas doses mais altas. Esta condicdo de saturacdo também é chamada em farmacologia
de efeito maximo, onde o aumento da concentragdo da droga ou farmaco j4 ndo € capaz

de aumentar o efeito.

Tendo em vista a capacidade da solugdo extrativa hidroalcodlica de O.
basilicum de inibir de forma eficaz a captacdo de GABA, é provavel que a propriedade
anticonvulsivante do extrato seja devida principalmente a interacdo com o sistema
GABAérgico, causando efeitos modulatérios. No entanto, ndo é possivel descartar outros
possiveis mecanismos moleculares como a interagcdo com receptores e/ou canais iGnicos

e mais estudos serao necessarios para esclarecer essas questoes.

Para confirmar que a diminuicdo da quantidade de GABA medido nao foi

devida a uma diminuigdo do numero de células viaveis, foi realizado o ensaio de redugéo
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do tetrazdélio MTT nas culturas primarias incubadas com o extrato. Interessantemente,
neste ensaio, a presenga do extrato de Ocimum basilicum L., nas diferentes
concentragdes estudadas (50, 200 e 700 pug/ml) ndo diminuiu, pelo contrario aumentou a
viabilidade das células nervosas retinianas quando comparadas com o controle (Figura 6).
Contudo, esse ligeiro aumento na absorbancia de MTT sera investigado detalhadamente
porque, teoricamente, um tempo de incubacdo de 30 minutos ndo seria suficiente para
que se completasse o ciclo celular e se obtivesse uma proliferacao significativa. Dessa
forma, provas fluorescentes com brometo de etidio serdo realizadas para investigar a
viabilidade celular. Este método tem como objetivo avaliar possiveis alteracbes na
integridade da membrana citoplasmatica, sendo baseado na capacidade das células
reterem ou excluirem o corante brometo de etidio. Caso, a membrana citoplasmatica
esteja rompida ou danificada, a integridade da célula é destruida e o corante liga-se
firmemente ao DNA celular emitindo fluorescéncia. Estima-se, ainda que a andlise nas
variacbes morfologicas das células seja efetuada, a fim de constatar qualquer dano

ocorrido as células em cultura.

A importancia do presente trabalho é originaria da grande caréncia que ainda
hoje existe no tratamento da epilepsia, uma doenga crénica que afeta 1% da populacao
mundial (Katzung, 2008). A farmacoterapia convencional da epilepsia é direcionada as
terminacbes neuronais pds-sinapticas visando, principalmente canais ibnicos envolvidos
na neurotransmissdao ou na modulacdo dos sistemas de neurotransmissores (Boison,
2007). Mesmo com a introducao de novas drogas anticonvulsivantes, cerca de 30% dos
pacientes portadores de epilepsia nao controlam a ocorréncia de episédios convulsivos
(Almeida et al., 2002). Isso ocorre devido aos significativos efeitos colaterais decorrentes
do uso crbnico (Quintans-Junior et al., 2002). Desse percentual, 40% dos pacientes
apresentam “farmacorresisténcia”, o que denota a ineficiéncia dos medicamentos até

agora presentes no mercado (Léscher & Schmidt, 2002; Regesta & Tanganelli, 1999).

Dessa forma, o desenvolvimento de novas drogas anticonvulsivantes com alto
potencial de bloqueio das crises epilépticas, que controlem de forma seletiva os diversos
tipos de epilepsias e que apresentem baixa toxicidade torna-se necessario (L&scher,
1998). Neste sentido, as plantas medicinais surgem como fonte promissora de novas
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moléculas quimicas com propriedades biolégicas apreciaveis. Muitas plantas ou produtos
de origem naturais tém sido propostos para o tratamento de varias patologias, tais como
diabetes, ansiedade, depresséo e epilepsia (Quintans-Junior et al., 2008).

Algumas plantas ja sdo conhecidas por serem popularmente utilizadas no
tratamento da epilepsia, como a kokwaro (Familia Anacardiaceae) tradicionalmente usada
no sul da Africa para o tratamento de convulsées infantis (Ojewole, 2007). Outra planta é
o ginkgo biloba (Familia Ginkgoceae), que possui efeito antioxidante que auxilia no
tratamento de convulsées (llhan et al, 2006). A espécie Melissa officinalis L.,
popularmente conhecida com erva-cidreira, apresenta atividade anticonvulsivante.
Pesquisas realizadas por Awad et al.(2009) demonstraram que esta espécie atua como
um inibidor da enzima GABA transaminase (GABA-T) in vitro.

No entanto, € a primeira vez que um mecanismo molecular para o potencial
anticonvulsivante de preparados (solugcées extrativas) obtidos a partir do Ocimum
basilicum L. é demonstrado, reforcando a importancia da continuidade deste estudo. Este
trabalho além de incentivar a pesquisa da flora nacional como fonte para o
desenvolvimento de medicamentos legitimamente nacionais, constitui o primeiro passo

para o esclarecimento do mecanismo molecular de agéo deste novo fitoterapico.



24

7. CONCLUSOES

e Neste estudo, o extrato de Ocimum basilicum L. € capaz de inibir in vitro a

captacao de GABA nas diferentes concentracdes testadas (0-700 pg/ml);

e A inibicdo na captagdo de GABA produzida pela SEHOB esteve diretamente

relacionada a dose administrada;

e A concentracao de 700 pg/ml foi a dosagem que, com cerca de 50% de

inibicdo na captacdo de GABA, demonstrou efeito maximo;

e No ensaio de MTT, as diferentes concentragcdes estudadas nao
desencadearam morte celular nas culturas primarias de células nervosas de embrido de
galinha. No entanto, experimentos futuros serdo realizados a fim de investigar o ligeiro

aumento na absorbancia de MTT.
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