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RESUMO

As convulsões são causadas por descargas elétricas repentinas, excessivas e recorrentes das células cerebrais, causando um desequilíbrio no sistema oxidante e antioxidante do cérebro. A farmacoterapia é o principal suporte do tratamento para pacientes epilépticos, porém 30% deles estão incorretamente curados, justificando a busca de novos agentes terapêuticos, como produtos naturais por exemplo. O cajueiro contém em sua fruta o líquido da castanha do caju, uma fonte natural de fenóis como ácidos anacárdicos, cardanol, cardóis, que possuem atividades biológicas consideráveis: atividade moluscicida, antitumoral, antimicrobiana e antioxidante. Existem poucos estudos que avaliam o efeito do cardanol sobre a atividade elétrica cerebral, dessa forma, o presente estudo tem por objetivo avaliar a atividade anticonvulsivante e antioxidante de cardanol alquilado em modelos experimentais não clínicos, bem como investigar seu perfil de toxicidade aguda e os possíveis mecanismos de ação envolvidos. Os efeitos anticonvulsivantes do cardanol nas doses de 75, 150 e 300mg/kg, foram investigados em modelos animais de pentilenotetrazol, picrotoxina e pilocarpina. A maior dose do cardanol aumentou significativamente (p<0,05) a latência da primeira convulsão induzida pelo pentilenotetrazol (PTZ), e todas as doses zeraram a porcentagem de mortalidade quando comparados com o veículo neste modelo. Demonstrou-se através do mecanismo de ação com o flumazenil que o cardanol atua sobre os receptores gabaérgicos. Os efeitos da administração aguda do cardanol foram investigados sobre parâmetros comportamentais, hematológicos e histológicos em camundongos Swiss machos (n=3/grupo) nas doses de 300 e 2000mg/kg i.p durante 7 dias. O tratamento não alterou o peso corporal e não causou toxicidade ou morte nos animais. A administração do cardanol (2000 mg/kg) produziu uma redução significativa da atividade locomotora em camundongos no teste campo aberto quando comparados com o grupo controle, e um déficit significativo na coordenação motora dos animais no teste rota-rod. Este estudo investigou os efeitos do cardanol nos níveis de peroxidação lipídica, teor de nitrito, concentração de glutationa reduzida (GSH) em homogenatos cerebrais de camundongos, que foram medidos através de métodos espectrofotométricos e os resultados comparados com os valores obtidos do grupo controle. O tratamento com cardanol reduziu significativamente o nível de peroxidação lipídica e conteúdo de nitrito, mas aumentou os níveis de GSH no hipocampo e córtex frontal de camundongos. 
Palavras-chaves: LCC; cardanol; produtos naturais; convulsão; estresse oxidativo.
Evaluation of the anticonvulsivant and antioxidant activity of cardanol in rodents. DANIELLE FERNANDA FERNANDES VIEIRA. Advisor: Luciano da Silva Lopes . Master’s thesis. Postgrad program in Pharmaceutical Sciences. Health Sciences Center. Department of Biochemistry and Pharmacology, UFPI, 2018. 

ABSTRACT
Seizures are caused by sudden, excessive, and recurrent electrical discharges from brain cells, causing an imbalance in the brain's antioxidant and antioxidant system. Pharmacotherapy is the main support of treatment for epileptic patients, but 30% of them are incorrectly cured, justifying the search for new therapeutic agents, such as natural products. Cashew nuts contain cashew nut liquid, a natural source of phenols such as anacardic acids, cardanol, cardols, which have considerable biological activities: molluscicidal, antitumor, antimicrobial and antioxidant activity. There are few studies evaluating the effect of cardanol on brain electrical activity, so the present study aims to evaluate the anticonvulsant and antioxidant activity of alkylated cardanol in non-clinical experimental models, as well as to investigate its acute toxicity profile and possible mechanisms involved. The anticonvulsant effects of cardanol at doses of 75, 150 and 300 mg / kg were investigated in animal models of pentylenetetrazole, picrotoxin and pilocarpine. The highest dose of cardanol significantly increased (p <0.05) the latency of the first convulsion induced by pentilenotetrazole (PTZ), and all doses did not match the percentage of mortality when compared to the vehicle in this model. It has been demonstrated through the mechanism of action with flumazenil that cardanol acts on the gabaergic receptors. The effects of acute administration of cardanol were investigated on behavioral, hematological and histological parameters in male Swiss mice (n = 3 / group) at doses of 300 and 2000mg / kg i.p for 7 days. The treatment did not change body weight and did not cause toxicity or death in animals. Administration of cardanol (2000 mg / kg) produced a significant reduction in locomotor activity in mice in the open field test when compared to the control group, and a significant deficit in the motor coordination of the animals in the rota-rod test. This study investigated the effects of cardanol on the levels of lipid peroxidation, nitrite content, reduced glutathione concentration (GSH) in mouse brain homogenates, which were measured by spectrophotometric methods and the results compared to the values ​​obtained from the control group. Treatment with cardanol significantly reduced the level of lipid peroxidation and nitrite content, but increased levels of GSH in the hippocampus and frontal cortex of mice.
Keywords: NCLS; cardanol; natural products; seizure; oxidative stress.
1. INTRODUÇÃO

De acordo com a Organização Mundial de Saúde (OMS, 2011), a epilepsia é uma das condições neurológicas graves mais comuns, afetando mais de 50 milhões de pessoas em todo o mundo. As convulsões são causadas por descargas elétricas repentinas, excessivas e recorrentes das células cerebrais (RODRIGUES et al., 2012), tendo curta duração (alguns segundos ou minutos) e podendo ser devidas a uma grande variedade de causas, incluindo genéticas, desenvolvidas ou adquiridas (YALÇIN; KAYMAZ; FORTA, 1997). Nesse contexto, uma convulsão epiléptica é um episódio de disfunção neurológica devido ao disparo neuronal anormal, ocorrendo clinicamente através de mudanças na percepção sensorial, controle motor, comportamento ou função autonômica (SCOTT; WOJTOWICZ; BURNHAM, 2000), causando um desequilíbrio no sistema oxidante e antioxidante do cérebro, levando à oxidação de lipídios, proteínas e DNA, e resultando em neurodegeneração (PAHUJA et al., 2012). 
Estima-se que aproximadamente 80% das pessoas com epilepsia vivem em países em desenvolvimento e a maioria deles não recebe tratamento médico adequado (REDDY, 2005). Em contraste, a farmacoterapia é o principal suporte do tratamento para pacientes epilépticos (COCKERELL, 1996). Embora numerosos medicamentos antiepilépticos estejam atualmente disponíveis na clínica, estima-se que aproximadamente 30% desses pacientes ainda estão incorretamente curados, devido um controle inadequado de convulsões, além de não previnirem alterações epileptogênicas subjacentes (RAPACZ et al., 2016), justificando ainda mais a busca de novos agentes terapêuticos. 

Todos os fármacos antiepilépticos disponíveis são moléculas sintéticas (HEMA et al., 2009), porém algumas moléculas derivadas de plantas já sugeriram não apenas efeitos anticonvulsivos, mas também propriedades antioxidantes. Essas descobertas podem, portanto, conferir uma vantagem para usar derivados de produtos naturais em vez de fármacos que têm apenas efeitos anticonvulsivos (PIRES et al., 2015). Várias plantas da nossa região apresentam um potencial farmacológico importante, a exemplo do cajueiro.

Anacardium occidentale Linn (cajueiro), membro da família Anacardiaceae, nativa da África, Índia e do Nordeste do Brasil, é uma planta com considerável valor econômico e medicinal. Os extratos obtidos de diferentes partes da castanha de caju encontraram ampla aplicação em medicina tradicional para o tratamento de diversas doenças como a asma, distúrbios gastrointestinais, dores, doenças da pele, febre e várias condições inflamatórias como artrite (SILVA et al., 2017).


O líquido da castanha do caju (LCC) é um subproduto barato e renovável obtido do processamento de castanha de caju. Como fonte natural de fenóis de cadeia longa insaturados (CARVALHO et al., 2011), como ácidos anacárdicos, cardanol, cardóis e seus isômeros (YULIANA et al., 2014), é muito utilizado como fonte medicinal. As atividades biológicas dos componentes do LCC atraem atenção, por exemplo, atividade moluscicida (KUBO et al., 1986), atividade antitumoral (KUBO et al., 1993b), atividade antimicrobiana (KUBO et al., 1993a) e atividade antioxidante (TREVISAN et al., 2006).

Devido a essas diferentes utilizações de ácido anacárdico, cardanol e cardóis, é importante separar e purificar esses compostos para identificar suas propriedades em aplicações específicas. Nesse contexto, existem poucos estudos que avaliam o efeito do cardanol sobre a atividade elétrica cerebral, dessa forma, o presente estudo tem por objetivo avaliar a atividade anticonvulsivante e antioxidante de cardanol alquilado em modelos experimentais não clínicos, bem como investigar seu perfil de toxicidade aguda e os possíveis mecanismos de ação envolvidos.
2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral 

· Avaliar a atividade anticonvulsivante e antioxidante de cardanol alquilado em modelos experimentais não clínicos, bem como investigar seu perfil de toxicidade aguda e os possíveis mecanismos de ação envolvidos.
2.2 Objetivos Específicos
· Determinar os efeitos do cardanol alquilado em modelos animais de epilepsia induzidas por pentilenotetrazol (PTZ), picrotoxina (PIC) e pilocarpina (PIL).
· Investigar o mecanismo de ação do cardanol através do efeito do antagonista seletivo do receptor GABAA (flumazenil) sobre a atividade anticonvulsivante do cardanol alquilado no modelo PTZ.
· Avaliar a toxicidade do cardanol em camundongos tratados de forma aguda com doses repetidas por via intraperitoneal através do monitoramento do comportamento geral dos camundongos, parâmetros hematológicos e determinação das massas úmidas do fígado, baço, rins, coração e pulmão e análise histopatológica.
· Avaliar a atividade locomotora espontânea e a coordenação motora dos animais através do teste campo aberto e rota-rod.

· Determinar o potencial antioxidante do cardanol in vivo através dos níveis de danos oxidativos a lipídios (TBARS), determinação do conteúdo de nitrito e determinação de glutationa reduzida (GSH) em sistema nervoso central (homogenato de cérebro) de roedores, tratados com cardanol alquilado na presença ou não de pentilenotetrazol.
3. REVISÃO DE LITERATURA
3.1 Epilepsia 

A epilepsia foi descrita pela primeira vez em textos escritos em torno de 2000 A.C, sendo considerada um castigo divino ou uma consequência da feitiçaria. No entanto, uma possível propensão familiar para a doença foi reconhecida (BASKIND; BIRBECK, 2005) e em 600 A.C, os médicos indianos e gregos consideravam a epilepsia como uma desordem do cérebro (MAGIORKINIS; SIDIROPOULOU; DIAMANTIS, 2011).


A epilepsia é caracterizada por convulsões espontâneas recorrentes causadas por descargas anormais e corresponde ao transtorno neurológico grave mais comum (PIRES, et al.,2015),  sendo estimado que 5,8 por 1000 habitantes em países desenvolvidos e cerca de 12,8 por 1000 habitantes em países de baixa renda sofrem deste transtorno (MOVAHED et al., 2017). De acordo com a definição mais recente divulgada pela Liga Internacional contra Epilepsia (ILAE), a epilepsia é uma doença do cérebro definida por qualquer uma das seguintes condições: (1) pelo menos duas convulsões espontâneas (ou reflexas) ocorrendo em mais de 24h uma da outra; (2) uma convulsão espontânea (ou reflexa) e uma probabilidade de convulsões adicionais semelhantes ao risco de recorrência geral (pelo menos 60%) após duas convulsões não provocadas, ocorrendo nos próximos 10 anos; e (3) convulsões que ocorrem como sintomas de uma síndrome de epilepsia conhecida (FISHER et al., 2014).
 Em geral, as formas de epilepsia são classificadas em 1) síndromes eletroclínicas, 2) epilepsias associadas a condições estruturais ou metabólicas e 3) epilepsias de causa desconhecida (SUSCHER;CARLES, 2015).


 Existem dois tipos principais de convulsões: convulsões focais ou parciais e convulsões generalizadas. Nas convulsões focais, apenas uma parte do cérebro, ocasionalmente chamado de "foco" das convulsões, é afetada, podendo ocorrer em uma grande parte de um hemisfério ou apenas uma pequena área de um lobo. Já as convulsões generalizadas ocorrem quando a atividade convulsiva é generalizada nos hemisférios esquerdo e direito do cérebro e as pessoas afetadas tornam-se inconscientes (exceto nas convulsões mioclônicas), embora que por uma alguns segundos (SILVA et al., 2003).


Além disso, uma única convulsão generalizada pode ocorrer em um indivíduo normal, em reação ao estresse fisiológico, privação de sono, efeito do álcool ou drogas, e traumatismos crâniocefálico. Processos infecciosos, tóxicos ou metabólicos podem originar convulsões recidivantes e limitadas em indivíduos com um limiar reduzido, sem síndrome epiléptica (QUITANS-JUNIOR et al., 2007). 

3.1.1 Fisiopatologia 

A fisiopatologia exata da convulsão epiléptica precisa ser totalmente elucidada, embora o desequilíbrio entre a neurotransmissão excitatória e inibitória no sistema nervoso central (SNC) possa desempenhar papéis importantes neste transtorno. Além disso, o aumento do estresse oxidativo tem uma grande contribuição para a fisiopatologia da epilepsia (MOVAHED et al., 2017).


O início das convulsões é caracterizado por duas condições paralelas: 1) alta freqüência de potenciais de ação e 2) hiper sincronização de uma população neuronal (RICHERSON; WU, 2004), ocorrendo uma despolarização relativamente prolongada da membrana neuronal devido ao influxo de cálcio extracelular, o que resulta em influxo de sódio, abertura de canais de Na+ dependentes de voltagem e geração de potenciais de ação repetitivos. O potencial de hiperpolarização é mediado por receptores de cloro e ácido gama-aminobutírico (GABA), ou pelo efluxo de potássio, de acordo com o tipo de célula (SCHULER et al., 2001).

O ácido gama- gama-aminobutírico (GABA), o principal neurotransmissor inibitório, interage com dois subtipos principais de receptores: GABAA e GABAB. Os receptores GABAA são encontrados pós-sináptica, mas os receptores GABAB são encontrados pré-sinápticamente e, portanto, podem modular a liberação sináptica. Os receptores de GABAA são permeáveis ​​aos íons cloro no cérebro na idade adulta; o influxo de íons cloro, após ativação, hiperpolariza a membrana e inibe os potenciais de ação. Os receptores GABAB estão relacionados aos sistemas de segundo mensageiro, mas não aos canais Cl, e resultam em atenuação da liberação do transmissor devido à sua localização pré-sináptica (GALE, 2001).

As crises epilépticas têm sido relacionadas tanto ao aumento da ativação glutamatérgica, como à diminuição da inibição GABAérgica (MARQUES et al., 2014), onde o glutamato, um tipo de aminoácido, é um importante neurotransmissor excitatório no cérebro, e quando liberado das sinapses, é absorvido por astrócitos em condições normais e é rapidamente convertido na glutamina de aminoácidos não excitotóxica pela glutamina sintetase. O N-metil-d-aspartato (NMDA) e os mecanismos mediados por receptores de glutamato metabotrópicos estão envolvidos em convulsões epilépticas (DURING; SPENCER, 1993).

3.2 Estresse oxidativo


De acordo com estudos atuais do conhecimento científico, a produção excessiva de radicais livres no organismo e o desequilíbrio entre as concentrações desses e as defesas antioxidantes podem estar relacionados à patogênese de doenças neurodegenerativas (SILVA et al., 2011). Numerosos relatórios mostraram o papel do estresse oxidativo no desenvolvimento desses distúrbios e de outros, incluindo câncer, aterosclerose e epilepsia. Além disso, o dano induzido pelo estresse oxidativo pode estar envolvido nas alterações fisiopatológicas, após injúrias neurológicos agudas como convulsões (MOVAHED et al., 2017).
A epileptogênese no cérebro, por exemplo, prejudica esse equilíbrio homeostático, causando um estresse oxidativo (DINIZ et al., 2015), que foi descrito como um desequilíbrio entre geração e eliminação de espécies reativas de oxigênio (ROS) e espécies de nitrogênio reativo (GLUCK et al., 2000), levando a danos celulares e interrupção celular funcional, podendo causar morte celular através da oxidação de biomoléculas, como lipídios, proteínas e nucleotídeos (SUDHA; RAO, 2001). Esse estresse oxidativo cerebral pode estar correlacionado com a diminuição da quantidade de neurotransmissores inibitórios como o GABA e a iniciação da convulsão no córtex cerebral (NAZIROGLU, 2009), provocando o início de influxo notável de cálcio através de canais de íons dependentes de NMDA que aumentam os íons intracelulares e produzem cascatas bioquímicas, onde níveis elevados de cálcio intracelular podem induzir ROS (COYLE; PUTTFARCKEN, 1993).

Estudos anteriores demonstraram que a geração de ROS é um processo através do qual a atividade epiléptica exerce seus efeitos deletérios sobre o cérebro, e na ausência de um eficiente mecanismo de defesa, causam peroxidação de ácidos graxos poliinsaturados de membrana. Portanto, as convulsões são acompanhadas por peroxidação devido à presença simultânea de altos níveis de ácidos graxos poliinsaturados e ferro, que são alvo de danos nos radicais livres (COSTA et al., 2011).
Os níveis de ROS são relativamente bem regulados para fazer funções significativas, incluindo autofagia, divisão celular, sinalização química, sinalização de proteína quinase ativada por mitógenos e apoptose. Devido à natureza altamente reativa desta molécula, o ROS são bem regulados. A disfunção mitocondrial induzida por ROS é freqüentemente observada após convulsões ao longo da epileptogênese (FRANTSEVA et al., 2000), porém esses ROS podem ser eliminados por certos sistemas de defesa antioxidante enzimáticos, como superóxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase, glutationa redutase e peroxiredoxinas e não enzimáticas, como vitamina C, vitamina E e glutationa reduzida (GSH) (SUDHA; RAO, 2001).


Alem disso, as terapias antioxidantes para reduzir o estresse oxidativo atraíram muita atenção no tratamento da epilepsia (RABIEI, 2017), sendo de fundamental importância a eficácia neuroprotetiva de antioxidantes isolados de plantas medicinais contra alguns tipos de convulsões (COSTA et al., 2011). Estudos farmacológicos demonstram a associação entre consumo de produtos naturais e menor risco de doenças degenerativas (SINGH et al., 2008), onde os compostos fenólicos representam a maior família de antioxidantes tanto naturais, como sintéticos (RODRIGUES et al., 2006), atuando como doadores de hidrogênio, agentes redutores e eliminadores de radicais (NG et al., 2000; RICE-EVANS et al., 1996). 
3.3 Modelos experimentais não-clínicos
A importância de um modelo experimental pode ser determinada pelo grau em que ele serve como testemunho de um fenômeno natural. Nesse sentido, torna-se fundamental a diversificação dos modelos experimentais gerando distintos pontos de vista e permitindo uma compreensão mais holística dos fenômenos que caracterizam as epilepsias. Finalmente, para que um modelo experimental seja classificado como um modelo de epilepsia, ele deve preencher os seguintes requisitos: demonstrar a presença de atividade epileptiforme nos registros eletroencefalográficos e clinicamente apresentar uma atividade semelhante àquelas observadas durante uma crise epiléptica (MELLO et al.,1986).

Os modelos de convulsão animal reproduzem padrões comportamentais e patológicos similares aos da epilepsia do lobo temporal humano. Assim, os modelos animais são vantajosos no estudo do envolvimento de frações isoladas de plantas medicinais como moduladores da epileptogênese (COSTA et al., 2011).

Existem várias classificações para os métodos experimentais utilizados em animais para avaliação de drogas anticonvulsivantes e, de maneira geral, a presente divisão se baseou nos estudos de MELLO et al.(1986); LOSCHER (2002); QUINTANS-JÚNIOR (2007) e SMITH et al.(2007), que incluem: injeção ou aplicação tópica de metais (ácido túngstico, cobalto), estimulação química (bicuculina, colinomiméticos, estricnina, penicilina, pentilenotetrazol, picrotoxina), processos físicos (congelamento), estimulação elétrica (eletrochoque máximo, abrasamento), administração de neurotoxinas (ácido caínico, pilocarpina) e modelos com predisposição genética (crises audiogênicas em camundongos e fotossensibilidade do balbuíno senegalês).

Os dois modelos mais utilizados são os ataques de eletrochoque máximo (ECM) e os modelos de pentilenotetrazol (PTZ) em roedores. O ECM é um modelo de triagem simples que é amplamente aceito como um modelo experimental de convulsões tônico-clônicas, além de identificar agentes que exercem efeitos benéficos em outros distúrbios neurológicos, incluindo dor neuropática (LOSCHER et al., 2013). Baseia-se na observação de que a estimulação por meio de pulsos elétricos repetitivos usando parâmetros adequados é capaz de induzir, em diferentes estruturas neuronais, um padrão característico de atividade epiléptica que auto-mantida, comumente denominando pós-descarga (LOSCHER; SCHMIDT, 2011). A descoberta da atividade anticonvulsivante da primeira droga anticonvulsivante não sedativa (fenitoína) por Merritt e Putnam, por exemplo, utilizou este modelo em gatos (SHORVON, 2009).
O modelo PTZ é uma das principais substâncias indutoras de convulsão que são utilizadas na triagem pré-clínica de novos fármacos anticonvulsivantes, podendo ser utilizado como modelo de crises generalizadas do tipo ausência ou mioclônicas como de crises tônico-clônicas, atuando através da inibição dos canais de cloreto associados aos receptores GABAA (SMITH et al., 2007), podendo desencadear uma variedade de processos bioquímicos, incluindo a ativação de fosfolipases, proteases e nucleases de membranas, causando  proteólise das membranas e fosforilação protéica; podendo levar a uma liberação de peróxidos lipídicos e radicais livres (RODRIGUES et al., 2012), envolvendo os sistemas GABAérgicos, glutamatérgicos e adenosinérgicos, bem como alterações nos receptores NMDA (RAMOS et al., 2012).
Resultados positivos em qualquer desses dois modelos sugerem que o composto do teste provavelmente penetrou na barreira hematoencefálica e exerceu seu efeito no sistema nervoso central (SNC). Ambos os modelos têm pontos finais claramente definidos (por exemplo, tempo de início, duração das convulsões e morte) e parecem predizer seus efeitos nos seres humanos (WHITE et al., 2006), além de serem conhecidos como "padrões ouro" em estudos pré-clínicos para detecção precoce de atividade anticonvulsivante (LÖSCHER;SCHMIDT, 2011); 
 
Convulsões clônicas agudas em animais também podem ser induzidas pela picrotoxina, um alcalóide bloqueador do canal Cl-Cl do receptor GABAA, proveninete da planta do sudeste asiático Anamirta cocculus (BIALER et al., 2015), que é um modelo de epilepsia focal recorrente, para crises do tipo pequeno mal, ou crises de ausência. A picrotoxina (PIC) é um poderoso estimulante do Sistema Nervoso Central (SNC), sendo utilizada na indução química de convulsões através do antagonismo aos receptores GABAérgicos (ZIA et al., 1995).

Existem também modelos de epilepsia crônica que são usados ​​para estudar os processos que levam de uma injúria inicial no cérebro (por exemplo uma lesão traumática) à ocorrência de convulsões espontâneas, ou seja, o processo de epileptogênese (LOSCHER, 2002). Os modelos crônicos de epilepsia comumente usados ​​incluem o abrasamento elétrico da amígdala ou do hipocampo (“kindling”), que foi inicialmente descrito por Goddard et al.(1969), que demonstrou que através de estimulações elétricas continuas em limiares subconvulsivantes, em ratos, resultava no aparecimento de um quadro progressivo de convulsões, semelhante aos sintomas de alguns tipos de epilepsia.

Há ainda o modelo através da administração de neurotoxinas, como a pilocarpina, que reproduz as principais características da epilepsia do lobo temporal mesial relacionada à esclerose do hipocampo em seres humanos (MARQUES et al., 2014), levando a um padrão de crises límbicas duradouras bastante características (status epilepticus), que após um período conhecido como silencioso (de 3 a 14 dias), leva o animal a apresentar crises espontâneas e recorrentes (TURSKI et al., 1983).

3.4 Farmacologia/terapêutica
O tratamento para a epilepsia incluiu historicamente punição, encantamentos, amuletos, dietas especiais, produtos minerais, animais e vegetais; irradiação por raios-X; e, apenas desde a segunda década do século 20, drogas sintéticas (GROSS, 1992). Nos casos em que essas drogas não são bem-sucedidas, a estimulação do nervo vago, estimulação direta do cérebro ou cirurgia de epilepsia podem ser indicadas (GOLDENBERG, 2010), contudo um tratamento realmente efetivo para a epilepsia ainda não foi desenvolvido (MARQUES et al., 2014).
O tipo de tratamento prescrito depende de diferentes fatores, incluindo a gravidade e freqüência das convulsões, bem como idade, saúde geral e histórico médico. O diagnóstico preciso do tipo de epilepsia é essencial para escolher o melhor tratamento (TEMKIN, 2001). Além disso, os fármacos anticonvulsivantes também são amplamente utilizados como terapia eficaz para diversas condições não epilépticas, incluindo dor (dor neuropática, profilaxia da enxaqueca), distúrbios neuromusculares e distúrbios psiquiátricos (ansiedade, transtorno afetivo bipolar) (RAPACZ et al., 2016).

O tratamento convencional das crises convulsivas é realizado principalmente pelo uso clínico de drogas antiepilépticos (DAEs), que podem ser classificados em primeira geração (fenitoína, carbamazepina, fenobarbital, diazepam e valproato de sódio), segunda geração (lamotrigina, vigabatrina, tiagabine, topiramato, gabapentina e leviracetam) e terceira geração (SMITH et al., 2007). Nos últimos anos, cerca de vinte fármacos de terceira geração foram desenvolvidos por empresas farmacêuticas, como eslicarbazepina, lacosamida, perampanel e brivaracetam, mostrando um melhor controle de crises e segurança aceitável em comparação ao placebo quando usados ​​como terapia adjuvante para epilepsia parcial em ensaios controlados randomizados. Essas novas drogas foram aprovadas como tratamentos adjuvantes para pacientes com epilepsia focal e foram comercializadas para oferecer melhor controle de crises para esses pacientes (ZHU LI-NA et al, 2018).
O primeiro fármaco antiepiléptico sintético foi o fenobarbital, que foi introduzido em 1912 por Hauptmann. Esse medicamento foi considerado superior aos fármacos brometos (em uso desde 1857) e antecedeu a introdução de fenitoína em 1939. A fenitoína ainda é uma das drogas mais amplamente utilizadas e continua a ser uma droga de escolha no tratamento de emergência de convulsões. A década de 1960 viu a introdução da DAE carbamazepina e valproato de "segunda geração" seguido de outra onda de DAEs novos ("terceira geração") na década de 1990. As DAEs de terceira geração não são mais eficazes do que os medicamentos mais antigos, mas parecem exercer menos interações farmacocinéticas com outros fármacos e exibem menos efeitos adversos (SUSCHER;CARLES, 2015). Esses fármacos podem ter mecanismos de ação múltiplos ou incertos (KETTER; POST; THEODORE, 1998), devido ao fato da epilepsia ser uma doença multifatorial, incluindo canais de sódio, cálcio ou potássio voltagem-dependentes, transmissão GABAérgica ou influência nos receptores de glutamato ionotrópico (NMDA) (RAPACZ et al., 2016).

As drogas que causam o aumento do GABA sináptico pela inibição do catabolismo ou recaptação de GABA, são considerados anticonvulsivantes efetivos, incluindo os benzodiazepínicos, que melhoram a ligação do GABA ao receptor, levando ao aumento da frequência de aberturas do canal de cloreto (GALE et al., 1991). Esses fármacos são frequentemente utilizados de forma aguda em unidades de emergência para controlar convulsões, mas, cronicamente, podem desenvolver dependência física e química (PIRES, et al.,2015). Muitas dessas drogas bloqueiam as convulsões, mas têm pouco efeito na prevenção ou cura dessa doença e a busca de novos medicamentos para o tratamento da epilepsia é importante (MARQUES et al., 2014).

Além disso, a maioria dos fármacos atualmente utilizados tem efeitos colaterais desagradáveis ​​e ações farmacológicas imprevisíveis; portanto, é necessário procurar medicamentos mais recentes com menos ou nenhum efeito colateral e ação farmacológica previsível, já que o tratamento da epilepsia é um processo de longo prazo (ORTINSKI; MEADOR, 2004).

3.5 Efeitos adversos
Os efeitos adversos e a baixa tolerância de fármacos anticonvulsivantes de primeira e segunda geração requerem a busca de novas moléculas ativas com propriedades anticonvulsivantes mais favoráveis, eficácia e tolerabilidade melhoradas (RAPACZ et al., 2016). Mesmo com o advento de fármacos de terceira geração, os problemas dos efeitos adversos não foram contornados completamente e os pacientes continuam tendo convulsões (EZEKIEL et al., 2010).

A deficiência cognitiva, neurotoxicidade relacionada com a dose e um espectro de efeitos colaterais sistêmicos são os principais efeitos colaterais das drogas antiepilépticas (PERUCCA et al., 1998), além de deficiência de memória, desaceleração mental e déficits de atenção (ALDENKAMP, ​​2006), tonturas, letargia, diplopia, instabilidade e vertigem (BRODIE et al., 2011). Esses efeitos colaterais são mais prováveis ​​de ocorrer quando são tomadas doses mais altas de drogas, mas tendem a mitigar ao longo do tempo devido ao ajuste do corpo à medicação (VERMEULEN; ALDENKAMP, 1995).
Além disso, a disponibilidade, o custo dos medicamentos, e o prórpio estigma dessa doença são obstáculos que dificultam o tratamento da epilepsia. Os pacientes, portanto, podem não conseguir o apoio logístico, financeiro e psicológico necessários para obter os cuidados em instalações médicas. Neste contexto, o uso de produtos naturais geralmente fornece uma alternativa como fonte de terapia (SUSCHER; CARLES, 2015).

3.6 Produtos Naturais

A medicina herbal ainda é o suporte principal de cerca de 75 a 80% da população mundial, principalmente nos países em desenvolvimento, para cuidados primários de saúde devido à melhor aceitação cultural, melhor compatibilidade com o corpo humano e menores efeitos colaterais. No entanto, nos últimos anos tem visto um grande aumento do seu uso no mundo desenvolvido. As estimativas globais indicam que 80% de cerca de 4 bilhões de habitantes não podem pagar por produtos da Indústria Farmacêutica Ocidental, precisando confiar no uso de medicamentos tradicionais derivados principalmente de material vegetal (JOY et al., 2001). 

O uso de uma fonte abundante e barata de compostos naturais está de acordo com o conceito de química verde, também conhecida como química ambientalmente benigna ou química sustentável (ANDRADE et al., 2011). Na verdade, a medicina herbal é o progenitor direto da farmacoterapia moderna, e alguns dos medicamentos mais importantes e bem sucedidos são derivados de produtos naturais (KOEHN; CARTER, 2005).

Numerosas ervas medicinais são reconhecidas como ativas no sistema nervoso central (SNC), e têm pelo menos um potencial hipotético para afetar condições crônicas como ansiedade, depressão, dores de cabeça e epilepsia (SILVA et al.,2011). Atualmente, os fármacos são amplamente utilizados para o manejo da epilepsia em muitas partes do mundo, porém há um crescente interesse em usar produtos naturais como fonte alternativa de drogas antiepilépticas (MOVAHED et al., 2017), podendo ser aplicados devido à sua diversidade estrutural e ao amplo espectro de efeitos farmacológicos em contraste com os fármacos antiepilépticos sintéticos comuns (GURIB-FAKIM, 2006).

A maioria dos estudos sobre uso de extratos de plantas e compostos derivados de plantas para o tratamento de convulsões e epilepsia, os investigadores escolheram principalmente plantas com base no uso tradicional. Os extratos eram preparados a partir de plantas inteiras, partes aéreas, folhas, hastes, cascas, madeira e raízes, além disso, uma variedade de métodos de extração eram utilizados, métodos polares e não polares (aquoso, hidroalcoólico, metanólico, etanólico, butanol, acetato de etilo , clorofórmio, hexano, éter etílico, éter de petróleo ou destilação para a preparação de óleos essenciais) e administrados por via intraperitoneal ou oral em doses de dezenas a centenas de miligramas por quilograma de peso corporal. Observou-se também que os extratos e compostos isolados de plantas antiepilépticas demonstraram atuar com os mesmos alvos farmacológicos que aqueles das DAEs mais comumente utilizados, a saber, receptores de GABAa e canais de Na+. Além disso, muitos extratos complexos e compostos derivados de plantas exibiram atividades antiinflamatórias e neuroprotetoras que podem ser benéficas no tratamento da epilepsia. Já em relação aos efeitos anticonvulsivantes dos extratos vegetais, os estudiosos relataram que podem ser atribuídos a flavonóides e terpenóides amplamente distribuídos e que os efeitos anticonvulsivos dos óleos essenciais da planta foram atribuídos à presença de certos monoterpenos e fenilpropanóides, que são comuns em muitas plantas (SUSCHER;CARLES, 2015).

Mesmo havendo um grande número na literatura que reporta pesquisas sobre os efeitos anticonvulsivos das plantas, até à data, esse conhecimento não teve influência importante no desenvolvimento e tratamento de drogas antiepilépticas convencionais. Curiosamente, no entanto, três compostos derivados de plantas cannabidiol e cannabidivarin (de Cannabis sativa) e huperzina A (de Huperzia serrata) estão em desenvolvimento como antiepilépticos (NEWMAN; CRAGG, 2007).

Hoje, procuram-se compostos antiepilépticos com atividade mais seletiva, menor toxicidade e maior segurança. Dessa forma, numerosos estudos são realizados sobre as propriedades biológicas dos extratos de plantas, mas essas investigações estão relacionadas principalmente aos efeitos no sistema nervoso central (COSTA et al., 2011).

3.7 Líquido da castanha de caju 

O caju (Anacardium occidentale L.) é uma das espécies mais conhecidas que pertencem à família Anacardiaceae (KUBO et al., 2006). É uma árvore tropical indígena do Brasil, que atualmente é cultivada extensivamente na Índia e na África Oriental. A Índia é o maior produtor de castanha de caju, representando quase 50% das exportações mundiais. A árvore também produz o chamado caju, onde a castanha está presa. É muito suculenta, fibrosa e também comestível (TREVISAN et al., 2006). Apesar da importância da colheita de caju, poucos estudos se concentram na microestrutura das castanhas de caju (MUNIZ et al., 2013).
As castanhas de caju (Anacardium occidentale L.) são altamente valorizadas por seus atributos sensoriais, nutricionais e de saúde, e são amplamente empregadas como aperitivos e lanches ou como ingredientes em diferentes produtos alimentares. Essas castanhas também são uma fonte rica de lipídios, açúcares e proteínas, contendo certas vitaminas e minerais em quantidades apreciáveis ​​(VENKATACHALAM; SATHE, 2006).

Essas castanhas são consideradas uma ótima fonte de ácidos graxos insaturados que promovem vitamina E (MIRALIAKBARI; SHAHIDI, 2008). LIMA et al. (2004) relataram um teor de lipídios de 46,64% e um teor de proteína de 24,50%, e a fração lipídica foi constituída por ácido oleico (60,30%), ácido linoleico, que é um ácido graxo essencial (21,53%), ácido palmítico (8,77 %) e ácido esteárico (7,92%). Recentemente, houve uma demanda crescente de castanhas comestíveis por consumidores interessados ​​em seus aspectos de qualidade e saúde, especialmente porque contêm substâncias consideradas como antioxidantes (COATES; HOWE, 2007). Os antioxidantes são compostos com a capacidade de eliminar ou neutralizar diretamente os oxidantes reativos. Em particular, as castanhas de
caju são abundantes em alquil fenóis e podem ser devidamente consideradas como alimento saudável (TREVISAN et al., 2006).


A castanha do caju exibe um pericarpo coriáceo constituído por exo e endocarpos sólidos e um mesocarpo esponjoso, que contém o liquido de castanha de caju (LCC), um subproduto da produção de castanha de caju, sendo um líquido cáustico, viscoso e escuro e  uma fonte natural de fenóis de cadeia longa saturados e não saturados (ácidos anacárdicos, cardanol e cardóis). (KUBO et al., 2006; LOMONACO et al., 2009; RODRIGUES et al., 2006).


Em um estudo realizado por Andrade et al 2011, permitiu-se identificar por espectrometria de massa que o LCC possui 11 constituintes, representando 88,83% do conteúdo de LCC. Os principais constituintes identificados foram cardanóis (40,26%) representado por cardanol monoinsaturado (24,28%), cardanol diinsaturado (14,39%) e cardanol saturado (1,59%). Foram também identificados constituintes relativamente abundantes como cardóis (29,95%): cardol saturado (25,72%) e cardol monoinsaturado (4,23%). Outros constituintes também foram identificados: fitosterol (10,68%); triacontanes (4,66%) e ácido anacárdico monoinsaturado (1,79%).

O LCC pode ser classificado em dois tipos, de acordo com o método de extração utilizado: LCC imaturo extraído com solvente e LCC técnico, obtido por torrefação (KUMAR et al., 2002). Um material típico extraído com solvente contém principalmente ácido anacárdico. Dependendo das condições do processo de torrefação, a composição do LCC pode variar, apresentando maior teor de cardanol (DOS SANTOS; MAGALHÃES, 1999). 
Quando extraído com solvente, consiste em ácido anacárdico (46–65%), cardanol (10–22%), cardol (15‐31%), traços de 2-metil-cardol e outros (0–2%) (Figura 1). Na indústria, a castanha é aquecida até 300 ° C, durante este processo o principal componente do LCC (ácido anacárdico) é convertido em cardanol através da descarboxilação, aumentando sua porcentagem para 68-74% (BRAGA et al, 2017).
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Figura 1. Estruturas químicas dos principais componentes do LCC. 

Os lipídios fenólicos, como o ácido anacárdico, cardanol e cardol, formam um grupo muito diversificado de compostos com forte característica anfifílica. Estes compostos podem ser incorporados por eritrócitos e membranas lipossomais, exercendo atividades antioxidantes, antigenotóxicas e citostáticas. (STASIUK; KOZUBEK, 2010).

O uso do LCC como antioxidante oferece muitas vantagens, uma vez que é uma matéria-prima local renovável, biodegradável e abundante no Nordeste do Brasil e, portanto, pode ser uma alternativa interessante para substituir produtos antioxidantes sintéticos. Este composto subutilizado, o principal subproduto da indústria da castanha de caju, apresenta propriedades interessantes in vitro e in vivo antioxidantes, provavelmente relacionadas ao seu alto teor de cardanol e cardol. LCC é rico em vários compostos bioativos e pode ser usado em aplicações nutracêuticas, farmacêuticas e outras (ANDRADE et al., 2011).
3.7.1 Cardanol e derivados

O cardanol é um dos promissores recursos naturais renováveis, obtido como a principal fração da destilação do líquido da castanha de caju (Figura 2). É amplamente utilizados na indústria de revestimentos e resinas devido à sua excelente resistência à ação do óleo mineral, ácidos, micróbios, cupins e insetos. É um lipídio fenólico de cor amarela a castanha que possui uma cadeia lateral C15 em posição meta com vários graus de insaturação. A presença dessa cadeia alifática longa C15 ligada à posição meta do anel fenólico confere propriedades exclusivas aos derivados de cardanol, como alta solubilidade em ambientes não polares e boa processabilidade (MASSARO et al, 2015).
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Figura 2. Estrutura molecular e composição do cardanol.

Devido à sua estrutura química versátil, nos últimos anos uma quantidade crescente de trabalhos sobre derivados de cardanol apareceu na literatura. Entre os derivados do cardanol, o cardanol hidrogenado possui propriedades antioxidantes. Por causa disso, eles podem ser usados ​​como estabilizadores contra ar, luz e calor, para vários materiais orgânicos, por exemplo, lubrificantes, combustíveis, biocombustíveis, polímeros e borrachas. 

Após hidrogenação catalítica, o cardanol produz 3-n-pentadecilfenol (cardanol hidrogenado) e este derivado alquilfenol único é produzido comercialmente em alta pureza.  Devido à dificuldade de sintetizar alquilfenóis de cadeia longa com uma cadeia alifática na posição meta, o cardanol hidrogenado representa uma entrada simples e facilmente disponível para vários derivados úteis para diferentes fins. Portanto, esses derivados são uma atraente fonte biológica renovável para desenvolver novos materiais funcionais ecológicos (ATTANASI et al, 2006). A comparação entre cardanol com cardanol hidrogenado indica que a insaturação na cadeia lateral longa pode ser um fator importante.

Um outro derivado desse composto é o cardanol hidrogenado alquilado. Resultados térmicos de estudos de RIOS; MAZZETTO, 2012 demonstraram que essa molécula é mais estável que o cardanol hidrogenado, este comportamento é provavelmente devido à sua estrutura química, uma vez que este composto possui um grupo terc-butilo na posição orto que contribui para a estabilidade térmica do híbrido de ressonância dos iões orto-substituídos, apresentando resistência significativa à degradação térmica e oxidativa em atmosferas nitrogenadas e ar sintéticas. Alem disso, esta molécula apresentou ter uma maior atividade antioxidante que o cardanol não alquilado, devido os substituintes poderem capturar os radicais alquilo e peróxido, como esperado devido à adição de um substituinte terc-butilo na posição orto do anel (ANDRADE et al., 2011).
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Resumo
As convulsões são causadas por descargas elétricas repentinas, excessivas e recorrentes das células cerebrais, causando um desequilíbrio no sistema oxidante e antioxidante do cérebro. A farmacoterapia é o principal suporte do tratamento para pacientes epilépticos, porém 30% deles estão incorretamente curados, justificando a busca de novos agentes terapêuticos, como produtos naturais por exemplo. O cajueiro contém em sua fruta o líquido da castanha do caju, uma fonte natural de fenóis como ácidos anacárdicos, cardanol, cardóis, que possuem atividades biológicas consideráveis: atividade moluscicida, antitumoral, antimicrobiana e antioxidante. Existem poucos estudos que avaliam o efeito do cardanol sobre a atividade elétrica cerebral, dessa forma, o presente estudo tem por objetivo avaliar a atividade anticonvulsivante e antioxidante de cardanol alquilado em modelos experimentais não clínicos, bem como investigar seu perfil de toxicidade aguda e os possíveis mecanismos de ação envolvidos. Os efeitos anticonvulsivantes do cardanol nas doses de 75, 150 e 300 mg/kg, foram investigados em modelos animais de pentilenotetrazol, picrotoxina e pilocarpina. A maior dose do cardanol aumentou significativamente (p<0,05) a latência da primeira convulsão induzida pelo pentilenotetrazol (PTZ), e todas as doses zeraram a porcentagem de mortalidade quando comparados com o veículo neste modelo. Demonstrou-se através do mecanismo de ação com o flumazenil que o cardanol atua sobre os receptores gabaérgicos. Os efeitos da administração aguda do cardanol foram investigados sobre parâmetros comportamentais, hematológicos e histológicos em camundongos Swiss machos (n=3/grupo) nas doses de 300 e 2000 mg/kg i.p durante 7 dias. O tratamento não alterou o peso corporal e não causou toxicidade ou morte nos animais. A administração do cardanol (2000 mg/kg) produziu uma redução significativa da atividade locomotora em camundongos no teste campo aberto quando comparados com o grupo controle, e um déficit significativo na coordenação motora dos animais no teste rota-rod. Este estudo investigou os efeitos do cardanol nos níveis de peroxidação lipídica, teor de nitrito, concentração de glutationa reduzida (GSH) em homogenatos cerebrais de camundongos, que foram medidos através de métodos espectrofotométricos e os resultados comparados com os valores obtidos do grupo controle. O tratamento com cardanol reduziu significativamente o nível de peroxidação lipídica e conteúdo de nitrito, mas aumentou os níveis de GSH no hipocampo e córtex frontal de camundongos. 
Palavras-chaves: LCC; cardanol; produtos naturais; convulsão; estresse oxidativo.
Evaluation of the anticonvulsivant and antioxidant activity of cardanol in rodents
Abstract:
Seizures are caused by sudden, excessive, and recurrent electrical discharges from brain cells, causing an imbalance in the brain's antioxidant and antioxidant system. Pharmacotherapy is the main support of treatment for epileptic patients, but 30% of them are incorrectly cured, justifying the search for new therapeutic agents, such as natural products. Cashew nuts contain cashew nut liquid, a natural source of phenols such as anacardic acids, cardanol, cardols, which have considerable biological activities: molluscicidal, antitumor, antimicrobial and antioxidant activity. There are few studies evaluating the effect of cardanol on brain electrical activity, so the present study aims to evaluate the anticonvulsant and antioxidant activity of alkylated cardanol in non-clinical experimental models, as well as to investigate its acute toxicity profile and possible mechanisms involved. The anticonvulsant effects of cardanol at doses of 75, 150 and 300 mg / kg were investigated in animal models of pentylenetetrazole, picrotoxin and pilocarpine. The highest dose of cardanol significantly increased (p <0.05) the latency of the first convulsion induced by pentilenotetrazole (PTZ), and all doses did not match the percentage of mortality when compared to the vehicle in this model. It has been demonstrated through the mechanism of action with flumazenil that cardanol acts on the gabaergic receptors. The effects of acute administration of cardanol were investigated on behavioral, hematological and histological parameters in male Swiss mice (n = 3 / group) at doses of 300 and 2000 mg/kg i.p for 7 days. The treatment did not change body weight and did not cause toxicity or death in animals. Administration of cardanol (2000 mg / kg) produced a significant reduction in locomotor activity in mice in the open field test when compared to the control group, and a significant deficit in the motor coordination of the animals in the rota-rod test. This study investigated the effects of cardanol on the levels of lipid peroxidation, nitrite content, reduced glutathione concentration (GSH) in mouse brain homogenates, which were measured by spectrophotometric methods and the results compared to the values ​​obtained from the control group. Treatment with cardanol significantly reduced the level of lipid peroxidation and nitrite content, but increased levels of GSH in the hippocampus and frontal cortex of mice.
Keywords: NCLS; cardanol; natural products; seizure; oxidative stress.
INTRODUÇÃO

De acordo com a Organização Mundial de Saúde (OMS, 2011), a epilepsia é uma das condições neurológicas graves mais comuns, afetando mais de 50 milhões de pessoas em todo o mundo. As convulsões são causadas por descargas elétricas repentinas, excessivas e recorrentes das células cerebrais (RODRIGUES et al., 2012), tendo curta duração (alguns segundos ou minutos) e podendo ser devidas a uma grande variedade de causas, incluindo genéticas, desenvolvidas ou adquiridas (YALÇIN; KAYMAZ; FORTA, 1997). Nesse contexto, uma convulsão epiléptica é um episódio de disfunção neurológica devido ao disparo neuronal anormal, ocorrendo clinicamente através de mudanças na percepção sensorial, controle motor, comportamento ou função autonômica (SCOTT; WOJTOWICZ; BURNHAM, 2000), causando um desequilíbrio no sistema oxidante e antioxidante do cérebro, levando à oxidação de lipídios, proteínas e DNA, e resultando em neurodegeneração (PAHUJA et al., 2012). 
Estima-se que aproximadamente 80% das pessoas com epilepsia vivem em países em desenvolvimento e a maioria deles não recebe tratamento médico adequado (REDDY, 2005). Em contraste, a farmacoterapia é o principal suporte do tratamento para pacientes epilépticos (COCKERELL, 1996). Embora numerosos medicamentos antiepilépticos estejam disponíveis na clínica, estima-se que aproximadamente 30% desses pacientes ainda estão incorretamente curados, devido um controle inadequado de convulsões, além de não previnirem alterações epileptogênicas subjacentes (RAPACZ et al., 2016), justificando ainda mais a busca de novos agentes terapêuticos. 

Todos os fármacos antiepilépticos disponíveis são moléculas sintéticas (HEMA et al., 2009), porém algumas moléculas derivadas de plantas já sugeriram não apenas efeitos anticonvulsivos, mas também propriedades antioxidantes. Essas descobertas podem, portanto, conferir uma vantagem para usar derivados de produtos naturais em vez de fármacos que têm apenas efeitos anticonvulsivos (PIRES et al., 2015). Várias plantas da nossa região apresentam um potencial farmacológico importante, a exemplo do cajueiro.

Anacardium occidentale Linn (cajueiro), membro da família Anacardiaceae, nativa da África, Índia e do Nordeste do Brasil, é uma planta com considerável valor econômico e medicinal. Os extratos obtidos de diferentes partes da castanha de caju encontraram ampla aplicação em medicina tradicional para o tratamento de diversas doenças como a asma, distúrbios gastrointestinais, dores, doenças da pele, febre e várias condições inflamatórias como artrite (SILVA et al., 2017).


O líquido da castanha do caju (LCC) é um subproduto barato e renovável obtido do processamento de castanha de caju. Como fonte natural de fenóis de cadeia longa insaturados (CARVALHO et al., 2011), como ácidos anacárdicos, cardanol, cardóis e seus isômeros (YULIANA et al., 2014), é muito utilizado como fonte medicinal. As atividades biológicas dos componentes do LCC atraem atenção, por exemplo, atividade moluscicida (KUBO et al., 1986), atividade antitumoral (KUBO et al., 1993b), atividade antimicrobiana (KUBO et al., 1993a) e atividade antioxidante (TREVISAN et al., 2006).

Devido a essas diferentes utilizações de ácido anacárdico, cardanol e cardóis, é importante separar e purificar esses compostos para identificar suas propriedades em aplicações específicas. Nesse contexto, existem poucos estudos que avaliam o efeito do cardanol sobre a atividade elétrica cerebral, principalmente sobre a atividade convulsivante em modelos experimentais não clínicos. Dessa forma, o presente estudo tem por objetivo avaliar o efeito do cardanol em modelos animais de convulsão induzidos por diferentes estímulos químicos e os possíveis mecanismos envolvidos. 
MATERIAL E MÉTODOS 
Substâncias químicas
As substâncias utilizadas: pentilenotetrazol (PTZ), picrotoxina (PIC), pilocarpina (PIL), flumazenil (FLU) foram adquiridas de Sigma (EUA). O cardanol alquilado foi solubilizado em azeite extravirgem a um volume de dose de 0,1 ml / 10 g, utilizando a via intraperitoneal (i.p.). 
Animais 

Foram utilizados camundongos albinos (Mus musculus), linhagem Swiss, adultos, machos, pesando entre 25-30g, 2 meses de idade, provenientes do Biotério Central da UFPI e acomodados no Biotério do LAPNEX da Universidade Federal do Piauí. Os animais foram acondicionados em gaiolas plásticas (35cm L × 52cm C × 17cm A), contendo 6 animais por gaiola, à temperatura controlada (25 ± 2ºC), com ciclos de claro/escuro de 12h (06:00 às 18:00), recebendo ração tipo pellets e água ad libitum. Os animais foram aclimatados durante três dias antes das experiências e foram alojados em grupos durante os experimentos. Os animais foram testados durante o período de luz e observados em uma sala fechada com temperatura controlada (25 ± 2 °C). Os protocolos e procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal da Universidade Federal do Piauí, Brasil (Protocolo nº 417/17). Todos os protocolos foram concebidos com o objetivo de reduzir o número de animais utilizados ao mínimo, bem como para minimizar seus sofrimentos. Os experimentos foram realizados de acordo com o Guia para Cuidados e Uso do Laboratório do Departamento de Saúde e Serviços Humanos dos EUA, Washington, DC (1985).
Avaliação da atividade anticonvulsivante de cardanol 
Modelos de convulsão

Convulsões induzidas por pentilenotetrazol

O pentilenotetrazol (60 mg/kg, i.p) foi utilizado para induzir convulsões clônicas (SMITH et al., 2007). Os camundongos foram divididos em quatro grupos (n = 6 por grupo). O primeiro grupo serviu como controle e recebeu apenas o veículo. Os grupos restantes receberam cardanol alquilado (75, 150 e 300 mg/kg, i.p). Trinta minutos após a administração do fármaco, os animais foram tratados com PTZ com uma dose de 60 mg/kg i.p. Foram observados os parâmetros: latência para primeira crise epiléptica, percentagem de crises epilépticas, latência para o estado de mal epiléptico e a taxa de sobrevivência em até 30 minutos após a injeção de PTZ. A ausência de convulsões clônicas dentro do período de tempo observado foi interpretada como a capacidade do composto de proteger contra convulsões induzidas por PTZ. No final do período de observação, os camundongos sobreviventes foram eutanasiados e seus cérebros foram dissecados em gelo para remover o córtex frontal e hipocampo para determinação dos níveis de danos oxidativos a lipídios (TBARS), determinação do conteúdo de nitrito e determinação de glutationa reduzida (GSH).

Efeitos do flumazenil em convulsões induzidas por pentilenotetrazol


O efeito do antagonista seletivo do receptor GABAA (flumazenil) sobre a atividade anticonvulsivante do cardanol alquilado foi investigado. Nos grupos experimentais, os camundongos foram tratados com flumazenil (FLU, 25 mg/kg, i.p) 15 minutos antes da administração de cardanol alquilado na dose de 300 mg/kg ou da droga padrão (DZP, 2mg/kg, i.p.). Trinta minutos após o tratamento, os camundongos foram tratados com uma dose única de PTZ, 60 mg/kg ip. A atividade anticonvulsivante de CA e DZP em camundongos pré-tratados com FLU foi avaliada.
Convulsões induzidas por picrotoxina

Os animais foram divididos em quatro grupos (n = 6 por grupo). O grupo controle recebeu o veículo e os grupos restantes foram tratados com 75, 150 e 300 mg/kg de cardanol alquilado i.p. Trinta minutos após a administração, os camundongos foram tratados com PIC 8 mg/kg i.p. Imediatamente após a injeção do convulsivo, os camundongos foram colocados individualmente em caixas plásticas e observados a latência para primeira crise epiléptica, percentagem de crises epilépticas, latência para o estado de mal epiléptico e a taxa de sobrevivência em até 30 minutos após a injeção de PIC.
Convulsões induzidas por pilocarpina

Este modelo foi desenvolvido por Turski et al, 1983. Os animais foram divididos em quatro grupos (n = 6 por grupo). O grupo controle recebeu o veículo e os grupos restantes foram tratados com 75, 150 e 300 mg/kg de cardanol alquilado i.p. Trinta minutos após a administração, os camundongos foram tratados com PIL 400 mg/kg i.p. Imediatamente após a injeção do convulsivo, os camundongos foram colocados individualmente em caixas plásticas e observados a latência para primeira crise epiléptica, percentagem de crises epilépticas, latência para o estado de mal epiléptico e a taxa de sobrevivência em até 30 minutos após a injeção de PIL.
Estudo da toxicidade aguda do cardanol 
Nove camundongos machos divididos em três grupos (n=3/grupo) foram tratados, por via intraperitoneal de forma aguda com doses repetidas e observados durante 7 dias, com cardanol nas doses de 300 e 2000 mg/kg dissolvido em óleo (grupos CA300 e CA2000 respectivamente), e com veículo (óleo, grupo controle).  
Durante o tratamento, a massa corporal dos animais foi registrada diariamente e os animais avaliados quanto a sinais clínicos de toxicidade, produção de excretas, consumo de água e ração. O comportamento geral dos camundongos foi monitorado continuamente durante 1 h, depois do tratamento, e periodicamente durante as primeiras 24 h (com especial atenção durante as primeiras 3 horas) (LITCHFIELD; WILCOXON, 1949), e em seguida, depois diariamente, para um total de 7 dias. Durante esse período foram avaliadas as mudanças na atividade geral, frêmito vocal, irritabilidade, resposta ao toque, aperto da cauda, contorção, endireitamento, tônus corporal, força de agarrar, ataxia, reflexo corneal, tremores, convulsões, straub, hipnose, anestesia, lacrimação, ptose palpebral, micção, defecação, piloereção e respiração dos camundongos, sendo registrados os sinais de toxicidade ou morte. De acordo com Hamilton e colaboradores (1977), foi calculado a DL50 do cardanol em camundongos tratados de forma aguda e por via intraperitoneal. 
Ao final do experimento, os animais foram eutanasiados e feita a coleta de sangue por punção cardíaca. O sangue foi acondicionado em tubo contendo anticoagulante para determinação dos parâmetros hematológicos. Os valores para eritrócitos, leucócitos totais, plaquetas, hemoglobina, hematócrito, neutrófilos, linfócitos e os índices hematimétricos [volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e concentração de hemoglobina corpuscular média (CHCM)] foram determinados após a coleta por meio do analisador automático de células hematológicas Advia 120/hematology (Siemens). A contagem diferencial de leucócitos foi realizada em extensões coradas com May-Grünwald-Giemsa. Em cada ensaio, 100 células foram analisadas e contadas. Em seguida, as vísceras (fígado, baço, rins, coração e pulmão) foram cuidadosamente removidas, dissecadas e determinadas suas massas úmidas em balança analítica. Em seguida, o fígado e os rins foram encaminhados para análise histopatológica.
Atividade locomotora (Teste de campo aberto)

Para avaliar se o CA poderia alterar os parâmetros comportamentais, os camundongos tratados foram avaliados através do teste de campo aberto. A ansiedade, a locomoção e as atividades exploratórias foram avaliadas nos animais após o início (dia 1) e conclusão do tratamento (dia 7). Os camundongos foram colocados em uma caixa de acrílico (paredes transparentes e piso preto, 30 × 30 × 15 cm) dividido em nove quadrados de áreas iguais (ARCHER, 1973). Os animais foram colocados no meio do quadrante e foram autorizados a explorar a caixa livremente por cinco minutos. O camundongo foi colocado individualmente no aparelho e o número de entradas com quatro patas em cada quadrado foi medido durante 5 minutos. Além disso, observou-se a freqüência do número de levantamentos (rearing) durante 5 min (ALMEIDA et al., 2012).

Teste de coordenação motora (Teste Rota-rod)

O teste da haste rotativa foi utilizado para avaliação da coordenação motora e relaxamento muscular produzido por drogas em animais (CARLINI; BURGOS, 1979). Utilizou-se um dispositivo de moinho de rota-rod (AVS®, Brasil) para avaliar a coordenação motora. Os camundongos foram treinados antes do experimento para adquirir capacidade de se manter por 180 s em uma haste de 25 mm de diâmetro girando a 17 rpm. Em seguida, os animais que foram tratados com CA (300 e 2000 mg/kg) ou veículo foram colocados com as quatro patas na barra rotativa e observado durante 3 min para cada animal após 1, 3 e 7 dias do tratamento. A capacidade de os camundongos permanecerem na barra rotativa por 180 s foram registrados (DUNHAM; MIYA, 1957). A neurotoxicidade foi indicada pela incapacidade do animal para manter o equilíbrio na haste durante 1 minuto.
Avaliação da atividade antioxidante do cardanol alquilado
Avaliação da peroxidação de lipídeos

Neste teste a formação de peróxidos de lipídeos foi analisada por mensuração das substâncias ácidas reativas com o ácido tiobarbitúrico (TBARS). Foram retirados 250 μL do homogenato, adicionando 500 μL de ácido tricloroacético a 10% e 500 μL de solução de ácido tiobarbitúrico 0,67%, agitando-se a mistura em vortex. Logo após a agitação a mistura foi mantida em banho-maria por 60 min. Após o resfriamento, adicionou-se 1 mL de n-butanol, agitando a solução em vortex por 1min. A mistura anteriormente centrifugada, passou por um novo processo de centrifugação após a agitação, a 1200 rpm por 5 min. Realizou-se a leitura da fase butanólica de coloração rosa em espectrofotômetro a 535 nm. Os resultados foram expressos em nmol de malondialdeído (MDA/g) de tecido.

Determinação do conteúdo de nitrito

O óxido nítrico (NO) foi gerado a partir da decomposição espontânea do nitroprussiato de sódio (NPS) em tampão fosfato 20 mM (pH 7,4). Uma vez gerado NO, ele interage com o oxigênio para produzir íons nitrito, que foram medidos pela reação de Griess (FERREIRA et al., 2008). A mistura reacional (1 mL) contendo nitroprussiato de sódio (NPS) em tampão fosfato 10 mM e o composto avaliado em concentrações  foram incubados a 37 °C durante 1 h. Uma alíquota de 0,5 mL foi retirada e homogeneizada com 0,5 mL do reagente de Griess. A absorbância do cromóforo foi medida a 540 nm. A porcentagem de inibição do óxido nítrico gerado foi medida por meio da comparação dos valores de absorbância dos controles negativos (apenas 10 mM de nitroprussiato de sódio e veículo) e das preparações para ensaio.  Os resultados foram expressos em porcentagem de nitrito formado por NPS sozinho.
Determinação da concentração da glutationa reduzida (GSH)
A determinação da concentração de GSH baseia-se na reação do reagente de Ellman, o 5,5’-ditiobis (ácido 2-nitrobenzóico) (DTNB) com o tiol livre originando um dissulfeto misto mais ácido 2-nitro-5-tiobenzóico. A medida do produto de reação formado é feita por leitura de absorbância a 412nm, conforme algumas alterações na técnica previamente descrita por SEDLAK & LINDSAY (1988). Preparou-se o homogenato a 10% das áreas cerebrais a serem estudadas, em EDTA 0,02M, em seguida foi retirado 400 μL desse homogenato e adicionado 320 μL de água destilada e mais 80 μL de ácido tricloroacético a 50%. O material foi agitado e centrifugado a 3000rpm por 15 minutos. Em seguida foi recolhido 400 μL de sobrenadante e acrescido 800 μL de tampão Tris-HCL 0,4 M, pH 8,9 e mais 20 μL de DTNB 0,01M e após 1 minuto da reação foi feita a leitura da coloração em 412 nm, através de um espectrofotômetro. A concentração da glutationa reduzida foi expressa em nanogramas de GSH por grama de tecido.
Análise estatística


Os resultados foram expressos como média ± erro padrão da média (SEM). A análise estatística foi realizada usando ANOVA unidirecional para comparações múltiplas e seguido por Student-Newman-Keuls como teste post hoc por GraphPad Prism (versão 6.0; GraphPad San Diego, Califórnia, EUA. Copyright © 1994-1999). O teste do qui-quadrado foi utilizado para analisar a porcentagem de animais com convulsões e taxa de mortalidade. As diferenças foram consideradas estatisticamente significativas quando p <0,05.
RESULTADOS 
Avaliação do efeito antiepiléptico do cardanol alquilado no modelo de epilepsia induzido por pentilenotretazol.
A avaliação dos efeitos de CA em convulsões induzidas por PTZ em camundongos é mostrada na Tabela 1. O grupo CA 300 apresentou um aumento significativo na latência para primeira convulsão quando comparado com o grupo veículo. As porcentagens do número de animais com convulsão foram de 83,3% para os grupos CA 75, CA 150 e CA 300 quando comparados com o grupo do veículo (p <0,05). No modelo de convulsão induzida por PTZ, o CA 75, CA 150 e CA 300 zeraram a taxa de mortalidade quando comparados com o veículo (p <0,05).
Tabela 1 . Avaliação do efeito antiepiléptico do cardanol alquilado no modelo de epilepsia induzido por pentilenotretazol.

	Grupos
	LPCE (segundos)
	Crises Epilépticas (%)
	LEME

(s)
	Taxa de Sobrevivência (%)

	Veículo + PTZ
	67,5 ± 4,8
	100,0
	453,3± 58,12
	0,0

	CA75 + PTZ
	98,0 ± 12,3
	83,3
	- 
	100,0 a

	CA150 + PTZ
	98,0 ± 7,7
	83,3
	-
	100,0 a

	CA300 + PTZ
	201,2 ± 39,0a
	83,3
	-
	100,0 a

	FLU + PTZ
	76,00 ± 5,8

	100,0
	301,9 ± 19.5
	0,0

	FLU+DZP+PTZ
	55,67 ± 10.7
	100,0
	117,0 ± 13.6
	0,0

	FLU + CA300 + PTZ
	185,3 ± 4.8 a,b
	100,0
	351,7 ± 9.5
	0,0


Latência para a Primeira Crise Epiléptica (LPCE) e Latência para o Estado de Mal Epiléptico (LEME) foram expressos como média ± E.P.M. (n=6). a p<0.05 diferença significante em relação ao grupo controle (veículo) e b p<0.05 diferença significante em relação ao grupo FLU + PTZ. (ANOVA seguido do teste Neuman–Keuls como post-hoc teste). Para comparação dos resultados de crises epilépticas e taxa de sobrevivência foi aplicado o teste qui-quadrado.  CA – cardanol alquilado; PTZ – pentilenotretazol; FLU – flumazenil.
Avaliação do efeito antiepiléptico do cardanol alquilado no modelo de epilepsia induzido por picrotoxina.
Conforme mostrado na tabela 2, nenhuma das doses alterou a gravidade das crises no modelo PIC.
Tabela 2 . Avaliação do efeito antiepiléptico do cardanol alquilado no modelo de epilepsia induzido por picrotoxina.

	Grupos
	LPCE (segundos)
	Crises Epilépticas (%)
	LEME

(s)
	Taxa de Sobrevivência (%)

	Veículo + PIC
	590,2 ± 18,8
	100,0
	861,5 ± 95,2
	28,6

	CA75 + PIC
	608,2 ± 24,3
	100,0
	1007,0 ±94,9
	57,1

	CA150 + PIC
	713,2 ± 39,7
	100,0
	970,0 ± 80,6
	57,1

	CA300 + PIC
	709,2 ±112,5
	100,0
	921,6 ±126,2
	14,3


Latência para a Primeira Crise Epiléptica (LPCE) e Latência para o Estado de Mal Epiléptico (LEME) foram expressos como média ± E.P.M. (n=6). a p<0.05 diferença significante em relação ao grupo controle (veículo). (ANOVA seguido do teste Neuman–Keuls como post-hoc teste). Para comparação dos resultados de crises epilépticas e taxa de sobrevivência foi aplicado o teste qui-quadrado.  CA – cardanol alquilado; PIC – picrotoxina
Avaliação do efeito antiepiléptico do cardanol alquilado no modelo de epilepsia induzido por pilocarpina.
Conforme mostrado na tabela 3, nenhuma das doses alterou a gravidade das crises no modelo PIL.

Tabela 3 . Avaliação do efeito antiepiléptico do cardanol alquilado no modelo de epilepsia induzido por pilocarpina.

	Grupos
	LPCE (segundos)
	Crises Epilépticas (%)
	LEME

(s)
	Taxa de Sobrevivência (%)

	Veículo + PIL
	597,4 ± 86,4
	100,0
	656,3 ± 82,9
	0,0

	CA75 + PIL
	626,3 ± 50,1
	100,0
	749,2 ± 79,2
	0,0

	CA150 + PIL
	656,3 ± 57,7
	100,0
	782,2 ± 59,6
	0,0

	CA300 + PIL
	578,9 ±  44,0
	100,0
	744,6 ± 41,4
	0,0


Latência para a Primeira Crise Epiléptica (LPCE) e Latência para o Estado de Mal Epiléptico (LEME) foram expressos como média ± E.P.M. (n=6). a p<0.05 diferença significante em relação ao grupo controle (veículo). (ANOVA seguido do teste Neuman–Keuls como post-hoc teste). Para comparação dos resultados de crises epilépticas e taxa de sobrevivência foi aplicado o teste qui-quadrado.  CA – cardanol alquilado; PIL – pilocarpina
Estudo da toxicidade aguda do cardanol 
A administração por via intraperitoneal de forma aguda com as diferentes doses de cardanol, não demostrou nenhum sinal clínico de toxicidade. Durante o período de observação não foram verificados nenhuma alteração no consumo de ração ou mudanças quando a produção de excretas (Figura 3). Da mesma forma não foi registrada nenhuma mudança na atividade geral e nenhuma morte entre os animais tratados com essa substância. A dose única de 2000 mg/kg foi determinada como a DL50 (95% de limite de confiança).   O tratamento com cardanol em camundongos adultos em doses repetidas não induziu alterações significativas no perfil hematológico (Tabela 4). Além disso, o cardanol não alterou de forma significativa o peso corpóreo dos animais (Tabela 5). A histopatologia do fígado revelou apenas uma dilatação dos sinusóides hepáticos nos animais tratados com a dose de 2000 mg/Kg de cardanol, não sendo verificada qualquer alteração através da análise histológica dos rim dos animais tratados com o veículo, 300 ou 2000 mg/Kg (Figura 4).
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Figura 3. Avaliação do consumo de água e ração e produção de excretas de camundongos Swiss, tratados com cardanol por via intraperitoneal durante 7 dias.

Tabela 4 . Parâmetros hematológicos de camundongos Swiss, tratados com cardanol por via intraperitoneal durante 7 dias.
	Parâmetros
	Veículo (n=3)
	CA300 mg/Kg (n=3)
	CA2000 mg/Kg (n=3)

	Eritrócitos (mm3)
	6,31 ± 2,23
	6,19 ± 2,76
	6,46 ± 2,55

	Hemoglobina (g/dL)
	14,82 ± 3,47
	14,11 ± 3,98
	14,93 ± 3,15

	Hematócrito (%)
	45,23 ± 6,65
	48,65 ± 4,42
	47,28 ± 5,28

	VCM (fL)

HCM (pg)

CHCM (g/dL)

Plaquetas (mm3)

Leucócitos (mm3)

Neutrófilos (%)

Linfócitos (%)
	64,10 ± 5,38
21,21 ± 1,50
31,32 ± 2,58
478,4 ± 23,23
6,79 ± 0,89
26, 13 ± 4,65
67, 22 ± 5,61

	64,46 ± 3,71
21,35 ± 3,02
32,32 ± 1,54
465,5 ± 45,68
6,45 ± 1,05
32, 49 ± 6,76
64,65 ± 6.87
	64,62 ± 4,39
21,83 ± 2,32
33,32 ± 0,98
471,3 ± 47,34
6,66 ± 0,98
31,67 ± 4,53
62,04 ± 7.54


	
	
	
	


Parâmetros hematológicos obtidos do sangue de camundongos machos Swiss, tratados por via intraperitoneal com óleo (Controle, n=3) e com cardanol (CA) nas doses 300 mg/kg (CA 300, n=3), e 2000 mg/kg (CA 2000, n=3) durante 14 dias. Os valores representam a média ± E.P.M. do número de animais usados nos experimentos. n  representa o número de animais em cada grupo. ªp<0,05, quando comparados ao grupo controle (ANOVA e teste tStudent Newman Keuls como post hoc teste).
Tabela 5. Análise morfológica macroscópica do fígado, baço, rins, coração e pulmão de camundongos Swiss, tratados com cardanol por via intraperitoneal durante 7 dias.
	Grupos
	 Fígado(g)
	  Baço(g) 
	  Rins(g)
	Coração(g)        
	Pulmão(g)

	Veículo
	4,64 ± 0,57
	0,56 ± 0,08
	1,19 ± 0,05
	0,59 ± 0,03   
	 0,91 ± 0,08

	CA300mg/kg
	3,85 ± 0,56
	0,51 ± 0,06
	1,07 ± 0,15
	0,61 ± 0,09
	0,85 ± 0,13

	CA2000mg/kg
	3,76 ± 0,14
	0,44 ± 0,07
	1,11 ± 0,03
	0,63 ± 0,06
	0,75 ± 0,13

	
	
	
	
	
	


Peso dos órgãos foram expressos como média ± E.P.M. (n=3). (ANOVA seguido do teste Neuman–Keuls como post-hoc teste). CA – cardanol alquilado
[image: image4.png]



Figura 4. Análise histopatológica do fígado e do rim dos animais tratados com cardanol por via intraperitoneal durante 7 dias. A – Corte histológico do fígado, Grupo Veículo; B - Corte histológico do fígado, Grupo 300 mgKg; C - Corte histológico do fígado, Grupo 2000 mgKg; D – Corte histológico do rim, Grupo Veículo; E - Corte histológico do rim, Grupo 300 mgKg; F - Corte histológico do rim, Grupo 2000 mgKg. Dilatação nos sinusóides hepaticos estão indicados pelas potas de setas. 
Atividade locomotora após pré-tratamento com cardanol  
Foram observadas diminuições significativas no número de cruzamentos (p<0,05) no grupo CA2000 mg/kg quando comparado com o grupo controle após o primeiro dia do tratamento. O número de rearing (p<0,05) foi reduzido com cardanol na dose de 2000 mg/kg, i.p. quando comparado com os grupo controle e CA300 após o primeiro dia do tratamento (Figura 5).
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Figura 5. Efeitos do cardanol (CA 75, 150 e 300 mg/kg, v.i.) ou veículo na atividade locomotora de camundogos.
Teste de coordenação motora - Rota-rod
A figura 6 demonstra os efeitos do cardanol no teste da barra giratória que é realizado para avaliar a coordenação motora e a presença de qualquer efeito relaxante muscular.
Foram observadas diminuições significativas do tempo de permanência na barra giratória no grupo CA2000mg/kg, quando comparados com grupo veículo e com o grupo CA300mg/kg, após 1 dia de tratamento.
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Figura 6. Tempo observado sobre a barra giratória no teste do Rota-rod em camundongos após o tratamento via intraperitoneal com veículo (controle) ou cardanol (CA 75, 150 e 300 mg/kg, v.i.).
Avaliação do efeito antioxidante do cardanol alquilado no modelo de epilepsia induzido por pentilenotetrazol.
Efeito na peroxidação lipídica do cérebro

O efeito da substância na dose 300mg/kg mostrou inibição significativa da peroxidação lipídica no hipocampo do camundongo em comparação com o grupo controle e com as menores doses (Figura 7).; mostrou também uma inibição significativa da peroxidação lipídica no córtex frontal do camundongo na dose de 150mg/kg em comparação com o grupo controle e inibição significativa na dose 300mg/kg em comparação com o grupo controle e com a dose de 75mg/kg (Figura 8).
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Figura 7. Efeitos do cardanol no nível de peroxidação lípidica em hipocampo de camundongos.
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Figura 8. Efeitos do cardanol no nível de peroxidação lípidica em córtex frontal de camundongos
Efeito no conteúdo de nitrito do cérebro
O efeito da substância na dose de 300mg/kg mostrou inibição significativa do conteúdo de nitrito no tecido cerebral do camundongo em comparação com o grupo controle (Figuras 9 e 10). 
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Figura 9. Efeitos do cardanol no conteúdo de nitrito em hipocampo de camundongos
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Figura 10. Efeitos do cardanol no conteúdo de nitrito em córtex frontal de camundongos
Níveis de GSH

Na convulsão induzida por PTZ, observou-se que o pré-tratamento com cardanol na dose de 300mg/kg mostrou aumento significativo dos níveis de GSH no hipocampo do camundongo em comparação com o grupo controle e com a dose de 75mg/kg (Figura 11); mostrou também um aumento significativo no córtex frontal do camundongo na dose de 300mg/kg em comparação com o grupo controle e com as demais doses (Figura 12).
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Figura 11 - Efeitos do cardanol nos níveis de glutationa reduzida (GSH) em hipocampo de camundongos.

[image: image12.emf] 

G

l

u

t

a

t

i

o

n

a

 

R

e

d

u

z

i

d

a

(

U

/

m

L

)

V

E

I

7

5

 

m

g

/

K

g

1

5

0

 

m

g

/

K

g

3

0

0

 

m

g

/

K

g

0

10

20

30

40

50

a,b,c


Figura 12 - Efeitos do cardanol nos níveis de glutationa reduzida (GSH) em córtex frontal de camundongos
DISCUSSÃO

Os dados mostram que o cardanol aumentou a latência para convulsões e zerou a taxa da mortalidade induzida pelo PTZ quando comparado ao controle negativo. O PTZ exerce o seu efeito convulsivo inibindo a atividade do ácido γ-aminobutírico (GABA) nos receptores GABAA. O GABA é o principal neurotransmissor inibitório envolvido na epilepsia e o aprimoramento da neurotransmissão de GABA atenua convulsões (COSTA et al., 2011). Como o cardanol alquilado (CA) atrasou a ocorrência de convulsões no modelo PTZ, é provável que interfira com os mecanismos GABAérgicos.  

O efeito significativo na coordenação motora, em doses elevadas, pode apoiar esta teoria, pois os medicamentos GABAérgicos são geralmente sedativos (SILVA et al., 2011). Porém, mesmo sendo observada uma possível ação sobre o receptor GABAA, testes de mecanismos de ação são necessários para determinar se o efeito anticonvulsivante do CA foi mediado por uma interação direta no mesmo local que atua no DZP ou em outros locais alostéricos do receptor GABAA (MACHADO et al., 2015). 

Nossos resultados do modelo de convulsão induzida por PTZ em camundongos pré-tratados com FLU, um antagonista específico dos receptores benzodiazepínicos no complexo receptor GABA-BZD (FILE; PELLOW, 1986), não sendo capaz de induzir convulsões quando administrado isoladamente (PIRES, et al.,2015),  confirmam esta hipótese, sugerindo que o CA facilite a atividade inibitória do sistema GABAérgico, provavelmente por meio de uma ação agonista competitiva no local BZD dos receptores GABA. 


Em relação aos testes de toxicidade aguda, a administração por via intraperitoneal das diferentes doses de cardanol, não demostrou nenhum sinal clínico de toxicidade, bem como não produziu nenhuma alteração no consumo de ração. Durante o período de observação, também não foram verificados mudanças quanto a produção de excretas. Além disso, o cardanol alquilado foi utilizado em doses de até 2000 mg/kg sem causar morte dos camundongos, apresentando uma janela terapêutica maior do que o diazepam, cuja dose letal de 50% (DL50) é de 700 mg/kg (CLARK, 1978). Após a interpretação dos resultados do hemograma, pode ser sugerido que o cardanol não induziu modificações hematológicas, uma vez que todos os parâmetros hematológicos observados encontram-se, após o tratamento, dentro da faixa de referência para roedores (VASCONCELOS; MODESTO-FILHO, 2007).  

Em adição, a atividade geral dos camundongos não foi alterada e o cardanol não alterou o ganho de massa corporal dos camundongos.  O acompanhamento da massa corporal do animal é um importante indicador para a avaliação da toxicidade de uma substância (IATSYNO, 1978; JAHN & GÜNZEL, 1997). Nossos resultados estão de acordo com outros estudos realizados com roedores tratados com compostos extraídos de plantas medicinais (SPINELLA, 2001; CAVALINI et al., 2005; HARKNESS; WAGNER, 1993), os quais também não demonstraram sinais de toxicidade, sugerindo que o cardanol alquilado poderia ser usado de forma segura e eficaz. Porém, essa toxicidade nem sempre pode ser extrapolada para seres humanos a partir de estudos inteiramente em animais, portanto uma avaliação clínica deve ser realizada para definir com precisão a dosagem segura em humanos.

Em nossos estudos de atividade locomotora, observamos que camundongos tratados com CA manifestaram alterações na ambulação na maior dose testada no teste de movimento espontâneo (campo aberto), causando uma redução significativa do número de cruzamentos de animais após o primeiro dia da administração da substância na dose de 2000mg/kg, refletida pela redução no número de quadrados inseridos. Foi relatado que a redução da ambulação dos animais é uma característica das drogas psicofarmacológicas (SILVA et al.,2011), o que corrobora com a hipótese de que o CA reduziu a atividade do SNC. Os dados discutidos acima sugerem que esses efeitos sobre a atividade locomotora podem também ser devidos aos efeitos de CA na atividade relaxante muscular no sistema nervoso periférico (COSTA et al., 2011). Nossos resultados sugerem que o CA poderia possuir uma atividade neurosedativa ou um perfil para o medicamento hipnótico. Para avaliar se o cardanol produziu perda de coordenação motora de animais, verificada pelo menor tempo gasto na barra rotativa, foi realizado um teste no aparelho Rota-rod. Nossos resultados sugerem que o relaxamento muscular avaliado por esse teste, foi observado com a dose máxima de cardanol (2000 mg/kg), após o primeiro dia da administração da substância. Neste contexto, a falta de coordenação motora no teste da Rota-rod é característica de medicamentos que reduzem a atividade do SNC, como ansiolíticos, sedativos e hipnóticos (SILVA et al.,2011).

Investigamos também a influência do CA sobre o nível de peroxidação lipídica e teor de nitrito, bem como atividades da GSH no homogenato (hipocampo e córtex frontal) de camundongos durante convulsões induzidas por pentilenotetrazol. Foram escolhidas essas estruturas pelo fato do hipocampo fazer parte do sistema límbico, sendo importante para a aprendizagem e a memória (HANSEN; KOEPPEN, 2002). Além disso, o hipocampo é uma estrutura que está envolvida na expressão e propagação de convulsões (BEAR; LOTHMAN, 1993). Já o córtex, representa o centro mais alto para processamento sensorial e motor, e González-Ramírez et al. (2010) sugerem que este tecido também participa da expressão e propagação de convulsões. Nossos resultados sugerem que CA300 conseguiu reduzir o nível de peroxidação lipídica e produção de nitrito, além de aumentar os níveis de GSH, levando a uma diminuição do estresse oxidativo e protegendo o córtex frontal e hipocampo contra o dano neuronal observado regularmente durante convulsões induzidas por pentilenotetrazol, sugerindo uma atenuação da convulsão, mas não sendo capaz de bloqueá-la completamente. Embora, a atenuação do estresse oxidativo possa mediar, pelo menos em parte, os efeitos anticonvulsivos do CA, existem outras possibilidades sobre o mecanismo de ação desta droga, visto que existem muitos relatos sobre a atividade anticonvulsivante das plantas medicinais com efeitos antioxidantes, mas em contraste, há alguma inconsistência sobre os efeitos anticonvulsivantes dos agentes antioxidantes.  O PTZ induz um aumento do dano oxidativo através da oxidação lipídica e protéica e causa uma diminuição significativa nos níveis de GSH no hipocampo e tecidos corticais testados.  A geração de óxido nítrico resulta em peroxidação lipídica, que também pode induzir a atividade epiléptica pela inativação direta da glutamina sintase, permitindo assim um acúmulo anormal do glutamato excitador, principal neurotransmissor (DILLIOGLUGIL et al., 2010). O pré-tratamento com CA300 impediu o estresse oxidativo, como indicado, pelo aumento significativo nos níveis de GSH em comparação com o grupo controle. A diminuição do nível de glutationa reduzida em camundongos do grupo controle observados no presente estudo indica que houve uma geração aumentada de radicais livres e que a glutationa reduzida foi esgotada durante o processo de combate ao estresse oxidativo (BHOSLE, 2013). A glutationa é uma forma antioxidante endógena dentro dos radicais livres e previne a geração de radicais hidroxilos, a forma mais tóxica de radicais livres (GOLECHHA et al., 2010). Portanto, os resultados do presente estudo demonstram que o CA300 mostra efeitos neuroprotetivos importantes contra o dano oxidativo induzido por PTZ em camundongos. Este efeito pode ser importante na redução do dano neuronal e, portanto, permitir uma melhor qualidade de vida para pacientes epilépticos.

Resumindo, os resultados sugerem efeitos anticonvulsivos e antioxidantes do cardanol alquilado e uma possível atividade depressora no SNC. No entanto, serão necessários mais estudos para a elucidação desse efeito no SNC. Assim, estudos adicionais são necessários para avaliar sua atividade na administração crônica e para investigar os possíveis efeitos do CA no sistema nervoso em outros modelos experimentais, já que os modelos de epilepsia utilizados aqui mostraram um potencial anticonvulsivo apenas no modelo de pentilenotetrazol.
CONCLUSÃO

O presente estudo indicou que CA demonstrou atividades anticonvulsivante e antioxidante muito promissoras, além de fornecer informações valiosas sobre seu perfil de toxicidade aguda. Este é o primeiro estudo que demonstra um efeito protetor do cardanol alquilado contra convulsões induzidas em camundongos e que esta substância atua através do sistema GABAérgico. Além disso, evidenciou que o cardanol possui propriedades sedativa e relaxante muscular em camundongos, o que é comumente observado em drogas psicofarmacológicas. Assim, esses resultados demonstram um novo conhecimento farmacológico de cardanol alquilado com potencial aplicação contra convulsões epilépticas. Entretanto, são necessários mais estudos para ampliar estes resultados e elucidar outros mecanismos neurobiológicos subjacentes à epilepsia, bem como os estudos de toxicidade crônica são necessários para avaliar o perfil toxicológico com tratamento a longo prazo.  
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CAPÍTULO I: Avaliação da atividade anticonvulsivante e antioxidante


                      de cardanol em roedores.
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