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RESUMO

Carvacrol (5-Isopropil-2-metilfenol) ¢ um monoterpeno fendlico presente nos
6leos essenciais de diversas plantas. E o principal constituinte dos o6leos
essenciais de orégano e thyme. Conhecendo previamente a agdo antidepressiva e
ansiolitica do carvacrol, este trabalho apresenta uma analise das concentragdes
de monoaminas e aminoacidos em corpo estriado de camundongos apds o
tratamento oral com carvacrol nas doses de 25 e 50 mg/Kg. Os resultados
mostraram um aumento dos niveis de dopamina em ambas as doses ¢ de GABA,
aspartato, taurina e glicina na dose de 25 mg/Kg. Sabendo do importante papel
do estresse oxidativo na fisiopatologia da depressdo, foi estudado o efeito do
carvacrol nas doses de 25 e 50 mg/Kg em animais previamente submetidos a
injecdes de pilocarpina. As areas cerebrais do hipocampo, corpo estriado e
cortex pré-frontal foram retiradas para analise das concentragdes de MDA,
nitrito-nitrato, catalase, GSH e SOD. Os resultados mostraram que houve
diminui¢do dos niveis de MDA em ambas as doses em todas as areas cerebrais.
Os niveis de nitrito-nitrato diminuiram em corpo estriado e hipocampo de
animais tratados com a dose de 50 mg/Kg e nos animais tratados com a dose de
25 mg/Kg, houve diminuicdo dos niveis de nitrito-nitrato no hipocampo. A
concentracdo de catalase diminuiu em ambas as doses na area cerebral do
hipocampo e os niveis de GSH aumentaram na dose de 50 mg/Kg nas areas do
corpo estriado e hipocampo. Os niveis de SOD nao foram alterados. Visto que
muitas substancias antidepressivas apresentam também acdo analgésica, o
presente trabalho apresentou um estudo das agdes comportamentais do carvacrol
em modelos animais de nocicepgao, tais como teste da formalina, placa quente e
contor¢des induzidas por 4cido acético. Para estes testes, foram utilizadas doses
de 50 e 100 mg/Kg. No teste das contor¢des induzidas por acido acético,
carvacrol em ambas as doses diminuiu o nimero de contorgdes. No teste da
placa quente, carvacrol em ambas as doses apresentou um aumento no tempo de
laténcia de dor no tempo de 60 min. No modelo de nocicep¢do induzida pela
formalina, os animais tratados com carvacrol na dose de 50 mg/Kg apresentaram
uma diminui¢do do tempo de lambedura da pata na primeira fase do teste. Ja os
animais tratados com carvacrol na dose de 100 mg/Kg apresentaram uma
diminui¢do do tempo de lambedura tanto na primeira quanto na segunda fase do
teste. O pré-tratamento dos animais com naloxona ou L-arginina ndo foi capaz
de reverter o efeito antinociceptivo do carvacrol na dose de 100 mg/Kg no teste
das contor¢des induzidas por acido acético. No modelo da nocicepcao induzida
pela formalina, o pré-tratamento dos camundongos com naloxona ou L-arginina
também ndo foi capaz de reverter o efeito antinociceptivo do carvacrol na dose
de 100 mg/Kg na primeira e segunda fase do teste. O teste do campo aberto e
rota rod ndo demonstrou alteragdo na dose de 100 mg/Kg, demonstrando que
essa substancia ndo alterou a atividade locomotora dos animais. Foi realizada
uma avaliagdo toxicoldgica aguda em camundongos previamente tratados com
carvacrol nas doses de 300 e 2000 mg/Kg. A andlise histologica do figado, rins e
cérebro ndo mostrou nenhuma alteragdo desses 6rgdos apds o tratamento com
carvacrol

Palavras-chave: Plantas medicinais. Depressdo. Ansiedade. Nocicepgao.
Antioxidantes.



ABSTRACT

Carvacrol (5-Isopropyl-2-methylphenol) is a monoterpenic phenol present in the
essencial oil of many plants. It is the major component of the essential oil fraction of
oregano and thyme. Knowing the antidepressant and anxiolytic actions of carvacrol, this
work presents an analysis of monoamines and amino acids concentrations in mice
striatum after oral treatment with carvacrol at doses of 25 and 50 mg / Kg. The results
showed increased expression of dopamine in both doses of carvacrol and increased
levels of GABA, aspartate, glycine and taurine at the dose of 25 mg / kg. Knowing the
important role of oxidative stress in the pathophysiology of depression, the present work
studied the effects of carvacrol at doses of 25 and 50 mg/Kg in animals submitted to
previous injection of pilocarpine. The brain areas of hippocampus, striatum and
prefrontal cortex were removed for analysis of MDA, nitrite-nitrate, catalase, SOD and
GSH concentrations. The results showed that there was a decrease in MDA levels in
both doses in all the studied brain areas. Nitrite and nitrate levels decreased in the
striatum and hippocampus of animals treated with the dose of 50 mg/Kg and the animals
treated with 25 mg/Kg showed a decrease in nitrite and nitrate levels in the
hippocampus. The concentration of catalase at both doses decreased in the hippocampus
and the levels of GSH increased in the dose of 50 mg/Kg in mice striatum and
hippocampus. The SOD levels did not change. Since many antidepressant substances
also have analgesic action, this work presented a study of the behavioral actions of
carvacrol in animal models of nociception such as the formalin test, hot plate and acetic
acid-induced abdominal constriction test. For these tests we used carvacrol at doses of
50 and 100 mg/Kg. In acetic acid induced-abdominal constriction test, carvacrol at both
doses reduced the number of writhes. In the hot plate test, carvacrol at both doses
showed an increase in pain latency at the time of 60 min. In the formalin test, animals
treated with carvacrol at a dose of 50 mg/Kg showed a decrease in paw licking time in
the first phase of the test. The animals treated with carvacrol at a dose of 100 mg/Kg
showed a reduction in paw licking time in both first and second phases of the test.
Pretreatment with naloxone or L-arginine was unable to reverse the antinociceptive
effect of carvacrol at a dose of 100 mg/Kg in acetic acid induced-abdominal constriction
test. In the formalin test, pretreatment of mice with naloxone or L-arginine was also
unable to reverse carvacrol antinociceptive effect at a dose of 100 mg/Kg in the first and
second phases of the test. The open field and rota rod tests were performed at dose of
100 mg/Kg and showed no significant changes, demonstrating that the substance did not
changed locomotor activity in mice. Acute toxicological evaluation was performed in
mice pretreated with carvacrol at doses of 300 and 2000 mg/Kg. Histological analysis of
liver, kidney and brain showed no change in these organs after treatment with carvacrol.

Keywords: Medicinal plants. Depression. Anxiety. Nociception. Antioxidants.
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1 INTRODUCAO

1.1. Carvacrol

Compostos que apresentam atividade biologica e sdo derivados de fontes
naturais (plantas, animais € microorganismos) sdo definidos como produtos naturais
(BAKER et al., 2007). Desde os tempos antigos, os produtos naturais tem sido uma
importante fonte de agentes terapéuticos (CALIXTO, 2005). Mesmo nos dias atuais,
continuam sendo uma fonte significativa de novos medicamentos, principalmente os
antihipertensivos, antitumorais e antiinfecciosos (NEWMAN; CRAGG, 2007). O
percentual de medicamentos derivados de produtos naturais era de 40% em 2000, 24%
em 2001 e 26% em 2002 (BUTLER, 2004). Além de serem utilizados pela industria
farmacéutica, os produtos naturais também podem ser usados como terapias

alternativas, como ¢ o caso do uso de plantas medicinais (SOUSA et al., 2008).

Os 6leos essenciais sdo produtos naturais derivados de plantas aromaticas que
tem um largo uso na medicina como antisépticos, antimicrobianos e como flavorizantes
e aromatizantes na industria de alimentos e perfumes (MATOS et al., 1999; IPEK et al.,
2005). Sao obtidos de partes da planta, tais como flores, brotos, sementes, folhas,
galhos, cascas, frutos e raizes (LIOLIOS et al., 2009). Quimicamente, os Oleos
essenciais sdo misturas variaveis de terpendides que incluem monoterpenos (Cyo),
sesquiterpenos (C;s) e diterpenos (Cy). Também estdo incluidos uma variedade de
hidrocarbonetos alifaticos de baixo peso molecular, acidos, alcoois, aldeidos, ésteres
aciclicos ou compostos que contém N e S, tais como cumarinicos e homologos

fenilpropanoides (CHAVES et al., 2008).

Carvacrol (5-isopropil-2-metil-fenol), um monoterpeno de peso molecular
150,21 g/mol (fig. 1) é o principal componente dos Oleos essenciais de orégano e
tomilho (tabela 1) (LAROUGI et al, 1993; ARREBOLA et al., 1994; MULINACCI et
al., 1996; BIMCZOK et al., 2008). O género Thymus (tomilho), uma planta aromatica
e medicinal, inclui numerosas espécies com caracteristicas botanicas diferentes € uma
ampla heterogeneidade quimica. A denominagdo “orégano” ¢ atribuida a um vasto
nimero de espécies em mais de uma dazia de géneros em diferentes familias (NHU-

TRANG et al., 2006). Sendo também encontrado em plantas do género Lamiaceae, o
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carvacrol estd sempre acompanhado pelo seu isdomero timol (fig. 2) (AESCHBACH et
al., 1994). Considerado como um aditivo alimentar seguro, (tabela 2) ¢ utilizado como
flavorizante em doces, bebidas, gomas de mascar e outros alimentos (KNOWLES et al.,
2005). Alguns conservantes ja usados na industria de alimentos apresentam o6leos

essenciais ou carvacrol em sua composi¢ao (BURT, 2004).

CH:3 C-)H CH3

HaC OH CH.

CHj H-C

Figura 1 Estrutura quimica do Figura 2 Estrutura quimica do timol
carvacrol

Fonte: http://www.sigmaaldrich.com

J& tem sido descrito que o tomilho apresenta varios beneficios medicinais, como
propriedades antibacterianas e antifingicas (DIDRY et al., 1994; MICHIELS et al.,
2007; ARFA et al., 2007; UYANOGLU et al., 2008). As propriedades antimicrobianas
dos 6leos essenciais de tomilho estdo relacionadas ao seu grande teor fendlico (BURT et
al, 2007), sendo utilizado como um desinfetante oral em preparacdes farmacéuticas e
agente flavorizante em produtos alimenticios (AHMED FARAG et al., 1995). Os
principais constituintes de monoterpenos oxigenados sdo os compostos fendlicos timol e
seu isomero, carvacrol. Timol tem um odor caracteristico de fendis aromaticos e sabor
picante (GUILLEN et al., 2007). Carvacrol apresenta sabor ¢ odor acre (KIMURA et
al., 2006). As diferencas no sabor e odor dos 6leos essenciais sdo decorrentes das
diferentes propor¢des de isdmeros fendlicos. Acredita-se que a producdo de timol e
carvacrol dependa de variagdes externas, como solo, condi¢des climaticas, época de
colheita e quantidade de 4gua a que a planta ¢ exposta. Aparentemente, estes fatores
favorecem a formagdo de um isémero ou de outro (CHAMI et al., 2004). Também ¢
estabelecido na literatura que ndo existe uma relacdo clara e direta dessa influéncia de
condi¢cdes ambientais e as percentagens de timol e carvacrol (ABU-LAFTI et al., 2008).
Timol e carvacrol sdo utilizados na fitoterapia como antisépticos, antiespasmoédicos,

tonico e contra gases intestinais. O uso na medicina popular e como conservantes
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naturais tem se tornado limitado devido a sua insolubilidade em &4gua, sublimagdo e

decomposi¢do na presenca de luz (SHIMODA et al., 2006; VINAS et al., 2006).

Tabela 1 Ocorréncia do carvacrol em 6leos essenciais de plantas aromaticas

Planta
Thymus capitatus
Thymus vulgaris

Satureja hortensis
Satureja montana
Origanum dictaminus
Origanum majorana

Fonte: De Vincenzi et al. (2004)

Carvacrol (%)

12,7-74,4

9-60

1,2-44

30-40

58,8-82,3

48,7

Tabela 2 Alimentos flavorizados com 6leos essenciais extraidos de plantas aromaticas (ppm)

Alimentos T. T.

capitatus  vulgaris

Derivados de 37,0 22,92
carne
Condimentos 30,0 19,75
e temperos
Gelatinas 2,0 10,04
Sopas 620,0 2,95
Bebidas nao- 0,50 4,97
alcoolicas
Bebidas 3,12 5,05
alcoolicas

Fonte: De Vincenzi et al. (2004)

S.

hortensis

357,8

373,0

S. 0. 0.

montana  dictaminus majorana

60,0 36,52 -
105,0 - 17,03
- - 3,4
- - 4,65
- 55,0 447
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Estudos tém demonstrado que 6leos essenciais de orégano e tomilho sdo efetivos
contra estirpes de £. Coli (LACROIX et al., 2004; KISKO; ROLLER, 2005). Nostro et
al. (2004) demonstraram um potencial antimicrobiano de carvacrol e timol contra S.
aureus resistente a meticilina. Outros estudos comprovaram a a¢do dessas substancias
contra estirpes de Shigella sp, B cereus, B. circulans, S. entérica, S. typhimurium, P.
aeruginosa, S. epidermidis, E. cloacae, K. pneumoniaei, S. mutans e S. viridans
(ULTEE; SMID, 2001; KUNLE et al., 2003; BAGAMBOULA et al., 2004;
RAJKOVIC et al., 2005; VALERO; FRANCES, 2006; KNOWLES et al., 2005; BURT
et al., 2005; LIOLIOS et al., 2009).

O potencial antifungico dos 6leos essenciais ja foram descritos em diversos
estudos (PERIAGO; MOEZELAAR, 2001, MIAO He et al., 2007). Estudos
comprovaram um significante efeito antifingico do carvacrol no tratamento de
candidiase oral em ratos imunossuprimidos e na inibi¢dao do crescimento de B. cinerea ¢
leveduras (CHAMI et al., 2004; MARTINEZ-ROMERO et al., 2007; ARORA; KAUR,
1999).

A agdo antimicrobiana do carvacrol se deve a sua natureza hidrofobica,
ocasionando o seu acumulo na membrana citoplasmatica e fuga de ions potassio.
Diferentes estudos demonstraram que o efluxo de ions potassio ¢ a primeira indica¢ao
de dano a membrana, que teria como consequéncia uma diminui¢do do pH intracelular e

inibicao da sintese de ATP (POL et al., 2002).

A quantidade de 6leo essencial necessaria para exercer atividade antimicrobiana
¢, na maioria das vezes, maior do que a quantidade usada como flavorizante e esta
associada a efeitos adversos sensoriais. O forte aroma dos 6leos essenciais pode ser
resolvido com o uso de métodos desaromatizantes. E essencial encontrar um equilibrio
entre as propriedades antimicrobianas e a desaromatizacio (CHAIBI et al., 1997).
Também ¢é recomendado associar o uso de 6leos essenciais ou seus compostos a outras
técnicas de preservacdo e a reducdo de temperatura e pH ou usando uma combinagdo
sinérgica dos dleos essenciais € seus compostos, como a associagdo de carvacrol e p-
cymeno, o que permite uma diminui¢do da concentracdo usada e efeitos adversos

sensoriais menos expressivos (BAGAMBOULA et al., 2004).
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Aeschbach et al. (1994) sugeriram que timol e carvacrol apresentam
propriedades antioxidantes que podem ser utilizadas como uma alternativa aos aditivos
antioxidantes sintéticos usados na preservagdo de alimentos. Este estudo também
demonstrou que o timol e carvacrol inibem a peroxidag¢do de lipossomos fosfolipideos
de maneira dose-dependente. Aydin et al. (2003) analizaram os efeitos de timol e
carvacrol contra o dano oxidativo ao DNA induzido por H,O, em linfécitos humanos. O

uso de timol e carvacrol em concentracdes abaixo de 100 pM juntamente com 100 uM
de H,O, reduziu significativamente o dano ao DNA. Aparentemente, baixas

concentragdes de timol e carvacrol sdo capazes de prevenir o dano oxidativo induzido

por H,O,. Outro estudo sugere uma agdo protetora contra o H,O; no figado e células

testiculares de ratos pré-tratados com carvacrol (SLAMENOVA et al., 2008).

Yanishlieva et al. (1999) também fizeram um estudo sobre o potencial
antioxidante dessas substancias e chegaram a conclusdo de que o timol é um agente
antioxidante mais eficaz que seu isomero carvacrol devido ao maior impedimento

estérico do grupo fenolico no timol em comparacdo ao carvacrol.

Alguns autores sugerem que o carvacrol apresenta um potencial como droga
antitumoral (ZEYTINOGLU et al., 2003). Estudos de células neoplasicas malignas de
pulmdes humanos demonstraram que o carvacrol apresenta propriedades antitumorais
(KOPARAL et al., 2005). Outros estudos tém demonstrado que o carvacrol apresenta
um forte efeito antimutagénico em linfocitos humanos através da inibi¢do da troca de
cromatides irmds. Além disso, o carvacrol apresentou atividade antitumorigénica in
vitro e in vivo (ZEYTINIGLU et al., 1998). O mecanismo da atividade antimutagénico
parece ser devido ao seu potencial mutagénico, pelo menos no teste de Ames, visto que
muitos agentes anticancer tem acdo mutagénica (BERTRAM, 2001). A atividade
antimutagénica pode estar relacionada a sua habilidade de modificar as membranas
lipidicas e a permeabilidade dos canais i6nicos ou devido a sua natureza antioxidante
(IPEK et al., 2005). Um estudo feito por Canbek et al. (2008) sugere que o carvacrol

apresenta efeito hepatoprotetor em ratos submetidos a isquemia e reperfusao.

Foi feito um estudo onde aortas isoladas de ratos, pré-contraidas com KCL ou
fenilefrina, foram tratadas com timol e carvacrol. Os resultados mostraram que o timol e

carvacrol apresentaram um relaxamento independente do endotélio, provavelmente



24

envolvendo a via de transdugdo de liberacdo do célcio no reticulo sarcoplasmatico

(PEIXOTO-NEVES et al., 2009).

Guimaraes e colaboradores (2010) fizeram um estudo que demonstrou uma
possivel acdo antinociceptiva do carvacrol em camundongos tratados

intraperitonealmente e uma possivel agdo antioxidante in vitro do carvacrol.

Nosso grupo realizou estudos com o carvacrol nas doses de 25 e 50 mg/Kg com
o intuito de investigar possiveis acdes centrais desta substancia em modelos animais de
depressdo e ansiedade. Os resultados demonstraram que este monoterpeno apresentou
acoes ansioliticas (MELO et al., 2010) e antidepressivas (MELO et al, 2011),
possivelmente através da tivacdo de vias gabaérgicas e dopaminérgicas,

respectivamente.

1.2 Ansiedade

Os transtornos da ansiedade estdo entre as formas mais comuns de
psicopatologia em todo o mundo (HELLION-IBARROLA et al., 2006; ROSEN et al.,
2008), com uma prevaléncia estimada ao longo da vida de 28,8% e uma prevaléncia
estimada em 12 meses de 18,1% na populagdo geral (GARAKANI et al., 2006). A
ansiedade ndo ¢ necessariamente um problema contemporaneo, gerado em resposta ao
estilo de vida frenético atual. Esse distirbio foi descrito por Hipdcrates 400 anos antes

de Cristo (LEAMAN, 1999).

A ansiedade normal pode ser definida como um difuso e desagradavel
sentimento de apreensdo, muitas vezes acompanhada por sintomas autondmicos, tais
como dores de cabeca, palpitacdes, aperto no peito, agitacdo e desconforto gastrico leve,
que podem ser uma resposta a uma situagao ou estimulo ameacador. Enquanto o medo ¢é
especifico, a ansiedade ¢ considerada difusa e desfocada. (KEELEY; STORCH, 2009).
O Manual de Diagnostico e Estatistica de Transtornos Mentais, IV Revisao (DSM-1V),
classifica como transtornos de ansiedade: transtorno de ansiedade generalizada (TAG),

transtorno do panico, agorafobia, fobia social (FS), transtorno obsessivo compulsivo
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(TOC), fobias especificas e transtorno de estresse pos-traumatico (TEPT) (KINRYS;
WYGANT, 2005).

Individuos que apresentam distarbios de ansiedade muitas vezes tém
dificuldades em manter relacionamentos interpessoais, estando esse transtorno
associado a problemas familiares, dificuldade em manter amizades e a problemas

conjugais, como separacao e divorcio (CASSIDY et al, 2009).

Dos vérios subtipos de transtornos de ansiedade, o TAG ¢ o mais comum;
seguidos de fobias especificas, agorafobia, FS, TEPT, TOC e transtorno do panico.
Farmacoterapia e psicoterapia combinados sdo tratamentos efetivos para varios tipos de

transtornos de ansiedade (KONNOPKA et al., 2009).

Estes transtornos afetam negativamente o funcionamento das atividades diarias e
aumentam o risco de desenvolvimento de outros tipos de desordens, além de apresentar
conseqiiéncias relevantes na economia da sociedade (REARDON et al., 2009;
KONNOPKA et al., 2009). De acordo com estudos epidemioldgicos, os transtornos da
ansiedade sdo distirbios comuns em criangas e adolescentes, ndo se restringindo aos
adultos (KEELEY; STORCH, 2009). Estudos tém sugerido que as mulheres possuem
uma probabilidade duas vezes maior de preencherem os critérios para transtorno do
panico, TAG e TEPT ao longo da vida e aproximadamente uma vez e meia maior de
preencherem critérios para TOC e FS ao longo da vida. Mulheres com transtornos de
ansiedade relatam maior gravidade dos sintomas e tendem a apresentar com mais
freqiiéncia uma ou mais comorbidades psiquiatricas em comparagdo aos homens.
Evidéncias de varios estudos sugerem que os fatores genéticos e os hormdnios sexuais
femininos podem desempenhar papéis importantes na expressdo dessas diferencas de

género (KINRYS; WYGANT, 2005).

Os benzodiazepinicos (BDZ) sdo as drogas mais freqlientemente utilizadas para
o tratamento da ansiedade. O uso dessas substincias estd associado a muitos efeitos
adversos, incluindo sedacdo, relaxamento muscular e amnésia anterdégrada. Além disso,
uma interrup¢do subita do uso desses medicamentos pode ocasionar sintomas de
abstinéncia, tais como tremores, insonia e exacerbag¢do da ansiedade (BORGES et al.,

2008; RABBANI et al., 2008; DWYER et al., 2009).



26

Existe uma forte associacdo entre 0 GABA,4 e a ansiedade, visto que um grande
numero de agentes ansioliticos — alcool, barbitaricos, benzodiazepinicos - atuam como
agonistas desse receptor (CHRISTMAS et al., 2008). A atividade do receptor GABA, ¢
mediada por um grande niamero de ligantes quimicos, que atuam em diferentes sitios do
receptor (GALOFRE et al., 2009). Os benzodiazepinicos se ligam a um sitio alostérico
do receptor GABA,, causando uma mudanga conformacional no receptor € aumentando
a afinidade entre 0 GABA e o seu sitio receptor na subunidade B. O resultado ¢ a
abertura do canal de cloreto, influxo de ions cloreto e conseqiiente hiperpolariza¢do da
célula (SONAVANE et al., 2002; FEREN et al., 2006). O aumento da condutancia dos
ions de cloreto, induzido pela intera¢do dos benzodiazepinicos com o GABA, assume a

forma de um aumento na freqiiéncia de eventos de abertura do canal (KATZUNG,

2014).

O 4cido y-aminobutirico (GABA) ¢ o principal neurotransmissor inibitério do
sistema nervoso central (SNC), tendo sua agdo mediada pelos receptores GABAA,,

GABAg e GABA¢ (SMITH; SIMPSON, 2003).

Os receptores GABA, (fig. 3) sdo receptores ionotropicos (ligados a canais
i0nicos), formados por multiplas combinagdes de subunidades. Estudos moleculares
revelaram que o receptor GABAA ¢ uma estrutura pentamérica com canal de cloreto,
formada a partir de uma gama de diferentes classes de subunidades, atualmente 19

subunidades (o6, P1-3, Y1-3, P1-3, O, &, 7T, 0) (ALLEN et al., 2009).

Diferentes subtipos de receptores GABAA parecem mediar diferentes efeitos
farmacolodgicos, com o subtipo a; associado a sedacdo, amnésia e propriedades
anticonvulsivantes, enquanto as subunidades o, estdo envolvidas com as acdes
ansioliticas e miorrelaxantes. Este efeito tem levado a sugestdio de que
benzodiazepinicos seletivos podem produzir efeitos hipnoticos mais especificos que

benzodiazepinicos ndo-seletivos (FEREN et al., 2006; KATZUNG, 2014).

O receptor metabotropico GABAgp apresenta sete dominios transmembrana
acoplados a proteina G do receptor (GPCR) com homologia ao receptor metabotropico
de glutamato e tem um alto peso molecular (YAMADA et al., 1999). O receptor
GABAg existe como uma combinac¢ao de duas subunidades, heterodimero GABAgg; €

GABABgr2 (ALLEN et al., 2009). Exerce efeitos de inibi¢do pré e pds-sindptica através
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da inibicdo dos canais de cdlcio operados por voltagem e abertura dos canais de
potassio. Este processo esta relacionado com a inibicdo do AMPc (RANG et al., 2007).
O baclofeno ¢ um agonista dos receptores GABAjg utilizado no tratamento da
espasticidade. Os antagonistas GABAp ainda ndo tém aplicagdo clinica (RANG et al.,

2012).

O receptor GABA( € um receptor ionotropico com canal de cloreto. Trata-se de
um receptor homoligomérico, composto de multiplas unidades p, ou seja, ndo se
encontram as subunidades mais comuns dos receptores GABA: 6, y e & Tem
distribuicdo menos ampla que os subtipos A e B, sendo encontrado na retina, medula

espinhal, coliculo superior e hipofise (BRUNTON, 2006).

Extracelular

Intracelular
Canal idnico

Figura 3 Receptor GABA,
Fonte: Katzung (2014)

1.3 Depressao

A depressdo ¢ uma doencga de curso episoddico ou cronico, debilitante e que

apresenta uma alta incidéncia, sendo uma grande preocupagdo na saude publica.
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(HELLION-IBARROLA et al., 2006; GALDINO, 2009). Segundo a Organizagio
Mundial da Saude (OMS), a depressdo atualmente representa a segunda causa de
incapacidade nos paises desenvolvidos. Nos ultimos anos, muito esforco tem sido
dedicado visando melhorar o diagndstico e tratamento dessa doenca (ANSSEAU et al.,

2009).

Estima-se que em 2020 a depressdo sera a segunda maior causa de incapacidade
no mundo (MARTIN et al., 2007; CONKLIN et al., 2009). Os individuos deprimidos
apresentam anedonia (dificuldade em experimentar experi€ncias prazerosas),
irritabilidade, dificuldade de concentragdo, anormalidades do sono e do apetite. Além da
mortalidade associada ao suicidio, pacientes depressivos sdo mais susceptiveis a
desenvolver doengas coronarias e diabete do tipo 2 (KRISHNAN; NESTLER, 2008). E
freqiientemente associada com a ansiedade em um contexto clinico. A ansiedade pode
predispor ou aumentar a vulnerabilidade dos individuos a depressdo ou pode apresentar-

se como uma comorbidade (BASSO et al., 2009; DEMPSEY et al., 2009).

Estudos tém demonstrado que a depressdo e ansiedade sdo mais prevalentes
entre as mulheres. Pessoas com baixa escolaridade e economicamente desfavorecidas
também possuem maior risco de apresentar depressio (ANDRADE et al., 2006;
MARTIN et al., 2007). A idade de inicio dos transtornos depressivos situa-se entre 20 e

40 anos, embora seja possivel a ocorréncia de depressao na infancia (LIMA, 1999).

Depressao pos-parto ¢ uma complicagdo comum da gravidez, afetando entre
10% e 15% das mulheres durante o periodo pods-natal. Tém sido relatadas taxas de
depressdo pods-parto de 28% a 48% em maes adolescentes e taxas de até 38% em
mulheres que vivem em condi¢des de pobreza. Em maes com bebés na UTI neonatal, a

taxa de depressdo pos-parto varia de 28% para 70% (MOUNTS et al., 2009).

A depressdo também ¢ uma queixa comum entre os idosos. Muitas vezes,
apresenta-se como o resultado final de uma combinacdo de fatores, incluindo
debilitacdo da saude, doenca cronica, preocupacdes financeiras, mudangas ambientais,
restrigdes de mobilidade, perda da vida social e comprometimento cognitivo (CHEN et

al., 2009; GUMARAES; CALDAS, 2006). Um estudo realizado na cidade de Pelotas
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(RS), com 583 idosos mostrou que 43% apresentavam tristeza e sintomas depressivos

(GAZALLE et al., 2004).

A principal teoria bioquimica da depressdo ¢ a “hipdtese das monoaminas”, que
postula que a depressdo € provocada por uma diminui¢do funcional de monoaminas no
cérebro. Esta hipdtese foi originada a partir de observagdes clinicas, onde foi observado
que a imipramina e a iproniazida, dois compostos ndo relacionados estruturalmente e
que ndo tinham uso psiquiatrico, tinham potentes efeitos antidepressivos em humanos.
Posteriormente, descobriu-se que essas substancias aumentavam a transmissao central
de serotonina, dopamina e noradrenalina. Outra evidéncia clinica foi o uso da reserpina,
um antigo agente antihipertensivo que atua depletando os estoques de monoaminas e

produz sintomas depressivos em humanos (KRISHNAN; NESTLER, 2008).

As monoaminas incluem as catecolaminas (dopamina e noradrenalina) e a 5-

hidroxitriptamina (5-HT, serotonina) (KATZUNG, 2014).

O precursor metabdlico da dopamina e da noradrenalina ¢ a L-tirosina, um
aminodcido aromatico. A tirosina-hidroxilase ¢ uma enzima citosolica que catalisa a
conversao da L-tirosina em diidroxifenilalanina (dopa). A etapa seguinte consiste na
conversao da dopa em dopamina, reagdo catalisada por uma enzima também citosolica,
a L-dopa descarboxilase. Nas vesiculas sinapticas das terminagdes nervosas
adrenérgicas, ocorre a conversdo de dopamina em noradrenalina, através de uma reagdo

catalisada pela enzima dopamina-f-hidroxilase (RANG et al., 2012).

Sdo conhecidas cinco vias dopaminérgicas importantes no cérebro (fig 4). A
primeira via ¢ a mesolimbico-mesocortical, e ¢ a mais estreitamente relacionada ao
comportamento. A segunda ¢ a via nigroestriatal, que estd envolvida na coordenagao
dos movimentos voluntarios. A terceira ¢ o sistema tuberoinfundibular, que esta
relacionada com a inibigdo fisioldgica da secrecdo de prolactina. O quarto sistema
dopaminérgico ¢ a via medular-periventricular e o quinto ¢ a via-incerto-hipotalamica

(KATZUNG, 2014).
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Foram identificados cinco tipos de receptores dopaminérgicos: D;, D,, D3, Ds e
Ds. Esses receptores sdo distribuidos em duas familias distintas, os grupos dos
receptores semelhantes a D; e semelhantes a D, (KATZUNG, 2014). O receptor D,
ativa a adenilato ciclase e localiza-se principalmente no putame, no nicleo accumbens e
no nucleo olfatério. O segundo membro dessa familia ¢ o receptor Ds, que também atua
ativando a adenilato ciclase e ¢ encontrado no hipocampo e hipotadlamo. O receptor D,
atua inibindo os canais de calcio e abrindo os canais de potassio, sendo encontrado tanto
pré quanto pos-sinapticamente em neuronios no caudado putame, nucleo accumbens e
tubérculo olfatério. Um segundo membro dessa familia é o receptor D;, que atua
inibindo a adenilato ciclase e localiza-se no cortex frontal, medula oblonga e
mesencéfalo. O terceiro membro dessa familia ¢ o receptor D4, que também atua
inibindo a adenilato ciclase. Todos os receptores dopaminérgicos sdo metabotrdpicos

(BRUNTON, 2006; KATZUNG, 2014).

Via Via
tubero-hipofisaria nigro-estriatal

Via
mesocortial

DOPAMINA

mesolimbica

Figura 4 Vias dopaminérgicas no encéfalo

Fonte: Rang et al. (2012)

Nota: A localizagdo dos principais grupos de corpos celulares e tratos de fibras ¢ mostrado
em laranja. Am, ntcleo amigdaloide; C, cerebelo; Hip, hipocampo; H, hip6fise; Hipot,
hipotdlamo; Tam, tadlamo; SN, substancia negra; Ac, nlicleo accumbens; Sep, septo; Str,
corpo estriado
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Os neuronios noradrenérgicos localizam-se, em sua maioria, no locus ceruleus
ou na area tegmentar lateral da formagdo reticular (fig. 5). Existem descritos cinco
subtipos de receptores noradrenérgicos: o, o, 1, B2 € B3 (Quadro 1). Todos os subtipos
de receptores noradrenérgicos sdo metabotropicos. Os receptores a; atuam ativando a
fosfolipase C, com conseqiiente producao de trifosfato de inositol e diacilglicerol como
segundos mensageiros, enquanto os receptores o, inibem a adenilato ciclase e diminuem
a produ¢do de AMPc. Todos os tipos de receptores P-adrenérgicos estimulam a

adenilato ciclase e a producdo de AMPc (RANG et al., 2012; KATZUNG, 2014).

Quadro 1 Distribui¢@o dos subtipos de receptores adrenérgicos

Receptor Tecido Acgdes
o Musculo liso vascular; Contragao;
Musculo dilatador pupilar; Contragao;

Misculo liso pilomotor; Eregdo dos pélos;

Prostata; Contragdo

Coragao Efeito inotropico +
a SNGC; Multiplas;
Plaquetas; Agregacao;

Terminacdes nervosas; Inibe liberagao de transmissores

P

73

B3

Fonte: Katzung (2014)

Musculo liso vascular;

Células adiposas

Coragao

Musculo liso respiratorios,
uterino e vascular;
Misculo esquelético;
Figado

Células adiposas

Contragao;

Inibicdo da lipblise

Efeitos inotropicos e

cronotropicos +

Relaxamento;
Captacao de potassio;

Ativa a glicogenolise

Ativa a lipolise



32

NORADRENALINA
NTS

Medula espinal

Figura 5 Vias da noradrenalina no encéfalo. Fr, formagdo reticular do tronco
encefalico; FPM, feixe prosencefalico medial; NTS, nucleo do trato solitario

(nucleo sensitivo do vago)
Fonte: Rang et al. (2012)
Nota: Outras abreviaturas, iguais as da Fig. 2

A 5-HT ¢ sintetizada por uma via em duas etapas, a partir do aminoacido
essencial, o triptofano. A triptofano-hidroxilase, constitui a enzima que limita a
velocidade na via de sintese. Essa enzima converte o triptofano em L-5-
hidroxitriptofano. A enzima que converte o L-5-hidroxitriptofano em 5-HT ¢ a L-
aminoacido aromadtico descarboxilase, enzima idéntica a L-dopa descarboxilase

(BRUNTON, 2006).

As vias da 5-HT originam-se em sua maioria de neurdnios na rafe ou nas regides
na linha mediana da ponte e parte superior do tronco encefélico (fig. 6). Existem 14
subtipos diferentes de receptores 5-HT nos mamiferos (Quadro 2). Com exce¢do do
receptor 5-HT3, todos esses receptores sdo metabotropicos (BRUNTON, 2006; RANG
et al., 2007).



Quadro 2 Principais subtipos de receptores 5-HT

Receptor

la

1B

1D

2A

2B

2C

Fonte: Rang et al. (2012)

Localizacao

SNC

SNC; musculo liso

vascular

SNC; vasos sanguineos

SNC; SNP; musculo

liso; plaquetas

Fundo gastrico

SNC; plexo coroide

SNC; SNP

SNC; SNP

SNC

SNC

SNC; trato GI; vasos

sanguineos

Principais efeitos

Inibi¢do neuronal

Inibigdo pré-sinaptica

Vasoconstri¢do cerebral

Excitagao neuronal

Contragao

Secrec¢do de LCR

Excitagao neuronal

Excitagao neuronal

Desconhecidos

Desconhecidos

Desconhecidos

33

Segundo mensageiro

|AMPc

|AMPc

|AMPc

11Ps/DAG

11P3/DAG

11Ps/DAG

Nenhum

1AMPc

Desconhecido

Desconhecido

1AMPc

Os transtornos depressivos sdo geralmente tratados com compostos que inibem a

recaptacdo das monoaminas ou que inibem o seu metabolismo. O processo de

recaptagdo das monoaminas ¢ de suma importdncia para a finalizacdo da acdo do

neurotransmissor na fenda sinédptica, sendo mediado por um carreador e dependente de

energia (AMARA; KUHAR, 1993).
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O uso de antidepressivos triciclicos e inibidores da monoamina oxidase sao
associados com muitos efeitos adversos e tem seguranca limitada na overdose. Os
inibidores seletivos de recaptacdo de serotonina sdo mais seguros em caso de
superdosagem, mas estdo associados com disfun¢do sexual e nduseas (ANDREASEN et

al., 2009).

T

Sep

Hip
Am

SEROTONINA

Nucleos da rafe
Medula espinal

Figura 6 Vias da 5-hidroxitriptamina no encéfalo.
Fonte: Rang et al. (2012)
Nota: Abreviaturas iguais as da Fig. 2

Inibidores seletivos da recaptacdo de monoaminas e inibidores da monoamina
oxidase aumentam a transmissdo monoaminérgica de maneira imediata, embora seus
efeitos antidepressivos demorem semanas para se desenvolver (KRISHNAN;
NESTLER, 2008). Isso ocorre devido a mudancas neuroplasticas secundarias
produzidas em decorréncia da recaptacdo das monoaminas. Uma dessas mudangas ¢ a
supra-regulagdo (aumento) no cortex cerebral do receptor 5-HT,g durante o tratamento
cronico com inibidores seletivos da recaptagdo de serotonina (KRISHNAN; NESTLER,
2008). Além disso, o aumento inicial observado nos neurotransmissores com o uso de
alguns antidepressivos parece produzir uma infra-regulacdo (redu¢do) na atividade de
alguns receptores. Um aumento da transmissao serotonérgica pode constituir um efeito a

longo prazo comum dos antidepressivos (KATZUNG, 2008).
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A resposta ao uso de antidepressivos ¢ varidvel, podendo ser mais rapida ou
mais demorada, dependendo do paciente. Essa resposta pode persistir ou diminuir e ¢

necessario, muitas vezes, ajustes na dose ou uma mudanga para outro medicamento

(MULDER et al., 2009).

Os pacientes em uso de antidepressivos podem ndo tolerar ou nao estar dispostos
a aceitar os efeitos adversos associados com as doses ideais dos seus medicamentos. Os
pacientes também podem subestimar a gravidade da depressdo e ndo buscar tratamento

adequado (ANSSEAU et al., 2009).

Um estudo acompanhou 175 pacientes diagnosticados com depressdo e tratados
com antidepressivos durante 18 meses e os resultados mostraram que, enquanto 84%
desses pacientes pareceram recuperados (com pelo menos 8 semanas sem apresentar
depressdo), em algum momento durante os 18 meses houve uma recaida e apenas 37%
dos pacientes se recuperaram e permaneceram bem (MULDER et al., 2009). Estes
resultados foram consistentes com outros estudos (RAMANA et al., 1995;
HOENCAMP et al., 2001; RUSH et al., 2006), o que demonstra que mesmo com 0 uso
dos antidepressivos atuais, as taxas de recaidas ainda sdo altas. Alguns autores alegam
que os antidepressivos convencionais fornecem uma remissdo completa de apenas 50%

dos pacientes deprimidos (MACHADO et al., 2009).

1.4 Dor e inflamacio

A Associacdo Internacional Para o estudo da Dor (The International Association
for the Study of Pain) define a dor como “uma experiéncia sensorial e emocional
desagradavel associada a dano tecidual real ou potencial” (MANJIANI et al, 2014). A
dor pode influenciar significativamente o estado de saude de um individuo e pode ter
sérias consequéncias negativas, incluindo morbidade e mortalidade. A dor crdnica e
persistente de alta intensidade pode levar a uma ma nutri¢cdo, diminuicdo do apetite,

padrdes anormais de sono, fadiga e comprometimento das atividades cotidianas.

A definicdo de dor acima citada exige um sujeito consciente capaz de experimentar
a dor. Os mecanismos moleculares, celulares e sistémicos ligados aos processos

dolorosos, sua amplificacdo e depressdo sdo chamados nociceptivo, pro-nociceptivo e
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antinociceptivo, respectivamente. A dor ¢ um dos possiveis pontos finais da nocicepgao,
que pode apresentar outros eventos relacionados que ndo sejam a dor, como os reflexos

de retirada e a vocalizagdo (SANDKUHLE, 2009).

A excitagdo de alto limiar de fibras nervosas aferentes primdrias que sao fracamente
mielinizadas (fibras A§) ou amielinicas (fibras C) provocam dor nociceptiva. Nem todas
as fibras C e Ad sdo nociceptivas, algumas respondem a estimulos naturais de baixa
intensidade. Ja as fibras AP (bastante mielinizadas) sdo de baixo limiar, portanto, ndo

costumam provocar nocicep¢io e dor (SANDKUHLE, 2009).

Um dos mecanismos mais primitivos de defesa do organismo animal a uma invasao
de microorganismos patogénicos ¢ o processo inflamatorio. Sdo conhecidos quatro
sinais cardinais que caracterizam a inflama¢do aguda: rubor, calor, dor e edema. As
reacdes de calor e rubor sdo provocadas por um aumento no fluxo de sangue local,
como resultado da vasodilatagdo. O edema ¢ provocado por um aumento da
permeabilidade vascular devido a atividade dos leucocitos no endotélio vascular. Estes
processos sao desencadeados por injuria tecidual e invasdo de substincias exdgenas.
Medicamentos como a aspirina sdo usados como drogas de primeira escolha para o
tratamento da inflamacdo aguda devido a sua alta capacidade de suprimir os sintomas
inflamatorios classicos. Uma vez que estas drogas exercem sua agdo através da inibi¢cdo
das COXs e assim, inibem a biossintese de PGs, acredita-se que PGs sintetizadas
endogenamente estdo envolvidas nas reacdes inflamatérias. De fato, as PGs estdo
relacionadas com a vasodilatacdo e aumento do fluxo sanguineo, levando ao rubor e
calor. Acredita-se que a histamina e a bradicinina sao liberadas posteriormente, levando

a formacgdo de edema (KAWAHARA et al, 2014).

Prostandides sdo um grupo de eicosandides que consistem em quatro tipos de
prostaglandinas (PGs) e tromboxanos (TXs): PGE,, PGD,, PGF,, PGL, e TXA..
Prostandides sdo produzidos pelas a¢des sequenciais da COX e a respectiva sintese de
acido araquidonico (AA), que ¢ liberado pela fosfolipase A, por membranas
fosfolipidicas. A COX apresenta dois sitios de ag@o: o sitio cicloxigenase, onde o AA ¢
convertido em PGG; e o sitio peroxidase, responsavel pela redu¢do de PGG; a PGH,.

Sdo conhecidas duas enzimas COX: COX-1 e COX-2. As prostaglandinas sdo
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moléculas com uma estrutura basica de 4cido prostandico, que consiste em um anel
ciclopentano e duas cadeias de carbono, e sdo classificados de A a J, de acordo com a
estrutura de seu anel de ciclopentano. Ja os tromboxanos apresentam uma estrutura
basica de acido trombandico, que consiste em dois oxigénios em anel (BARKIN et al,

2010).

A aspirina e outras drogas antiinflamatérias ndo esteroides (AINES) inibem a
atividade da cicloxigenase (COX) ligando-se ao seu sitio ativo e inibindo a biossintese
de prostandides, resultando em efeitos analgésicos, antipiréticos e antiinflamatorios.
Quando adicionado exogenamente, a PGE, provoca pirexia, dor e inflamagdo. Portanto,
¢ provavel que a acdo dos AINES seja baseada principalmente na inibicdo da sintese

PGE,.

Atualmente, existem mais de 20 diferentes AINES, que pertencem a uma das
classes: inibidores ndo seletivos das COXs ou inibidores seletivos da COX-2. Ambos os
inibidores seletivos e os ndo seletivos apresentam efeitos antiinflamatdrios, ja que os
dois inibem a COX-2. Entretanto, os efeitos adversos associados com cada subclasse
variam. Especificamente, os inibidores da COX-1 (AINES ndo seletivos) aumentam o
risco de sangramento gastrintestinal, diminuem a taxa de filtracdo glomerular e possuem
efeitos antiplaquetarios. Os inibidores da COX-2 (AINES seletivos) levam a um
aumento no risco de edema, aumento no risco de faléncia cardiaca, hipertensdo e
eventos tromboticos, tais como infarto do miocardio. Os AINES seletivos foram
introduzidos para mitigar os efeitos gastrintestinais, ja que eles nao inibem a COX-1.
Entretanto, AINES seletivos aumentam o risco de eventos cardiovasculares (FOWLER

et al, 2014).

Os analgésicos opidides sdo drogas largamente usadas para o tratamento da dor
moderada, severa e persistente e tém sido utilizados principalmente para o tratamento da
dor associada ao cancer (ERSEK et al, 2004). Os agonistas opidides produzem analgesia
ao se ligarem a respectivos receptores acoplados a proteina G localizados em regides do
cérebro e medula espinhal envolvidos na transmissdo e modulacdo da dor. Alguns
efeitos podem ser mediados por receptores opioides localizados em nervos periféricos

sensoriais (BRUNTON et al, 2012).
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Existem trés tipos de receptores opidides cldssicos: p (mu), O (delta) e % (kappa). O
receptor de N/OFQ € um receptor de descoberta mais recente (BRUNTON et al, 2012).

A droga mais utilizada é a morfina, que atua no principal receptor opidide, o receptor L.

Quadro 3 Subtipos de receptores opidides e suas fungdes (Katzung, 2014)

Receptor Funcao

n Analgesia supra-espinhal e espinhal, sedagdo, inibi¢do respiratoria,
diminui¢do do transito intestinal, modulacdo da liberagdo de

hormoOnios e neurotransmissores

0 Analgesia supra-espinhal e espinhal, modulacdo da liberacdo de

hormoénios e neurotransmissores

% Analgesia supra-espinhal e espinhal, efeitos psicomiméticos,

diminui¢do do transito intestinal

Seus efeitos adversos mais comuns incluem tonturas, nduseas, boca seca, suores,
constipacdo, sedagdo, depressao do sistema nervoso central (LEE et al, 1993). O uso
dessa classe de medicamentos muitas vezes leva a dependéncia e tolerancia, sendo uma
condicdo que requer tratamento e cuidados a longo prazo (World Wealth Organization,

WHO).

Dor, incluindo a dor neuropdtica, € uma queixa comum em diversas situagdes
clinicas. Vdrios antidepressivos tem mostrado eficdcia no tratamento da dor neuropatica,
incluindo os antidepressivos triciclicos, venlafaxina, bupropiona e duloxetina. A dor
neuropatica € consequéncia direta de lesdo ou doenca afetando o sistema
somatossensitivo periférico ou central (ex: neuropatia diabética periférica, dor pos-
derrame, dor do membro fantasma, neuralgia pds-herpética, compressdao de nervos
provocados por hérnia de disco, em individuos com doeng¢a de Parkinson ou esclerose
multipla, entre outros) (SANSONE et al, 2008). O envolvimento do sistema

monoaminérgico na fisiopatologia da dor formou a base para o uso de antidepressivos
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triciclicos para o tratamento da dor neuropatica (HACHE et al, 2014). Evidéncias tem
sugerido que a dopamina (DA) estd envolvida na regulacdo da dor e, mais
particularmente, na analgesia (WOOD, 2008). O aumento da transmissdo
dopaminergica induzida pela L-DOPA ou bupropiona produzem analgesia em diversos
modelos de dor neuropatica (PEDERSEN et al., 2005; COBACHO et al., 2010). A
dopamina também estd envolvida na regulacdo da atividade locomotora, cogni¢do,
recompense € emo¢ao (MISSALE et al., 1998), que pode ter alguma correlagdo com a

modulagdo da dor.

A falta de inibi¢do, particularmente aquela mediada pelo dcido gama amino-
butirico (GABA), o principal neurotransmissor inibitério do sistema nervoso central, é
responsavel por muitos estados de dor. Até recentemente, as drogas com agdo
gabaérgica eram prescritas principalmente para aliviar espasmos musculares, ansiedade
e epilepsia, raramente para o tratamento da dor. Compostos analgésicos estdo sendo
desenvolvidos visando o transporte de GABA, assim como enzimas e receptors
gabaérgicos. Alguns andlogos do GABA agem inibindo os canais i0nicos, uma
propriedade que contribui para seus efeitos analgésicos (JASMIN et al, 2004). O uso de
drogas gabaérgicas para o tratamento da dor é limitado principalmente por efeitos

adversos indesejados, como sedacdo e amnésia.

1.5 A depressao e o processo inflamatoério

Existem evidéncias que apontam a depressdo como uma desordem inflamatdria.
Maes e colaboradores (1991) relatam que a depressdo maior € caracterizada por uma
resposta inflamatoria, apresentando ativacdo de mondcitos e aumento da producio de
interleucinas-1f3 (IL-1p), interleucinas-6 (IL-6) e fator de necrose tumoral oo (TNFa) e
ativagdo do sistema immune, com ativacdo de células t-helper. A ativacdo da resposta
inflamatdria na depressdo parece estar relacionado a uma hiperatividade do eixo
hipotalamico-pituitario-adrenal, sugerindo que essa hiperatividade € induzida por
citocinas pro-inflamatérias (MAES et al, 1994). Dowlati e colaboradores (2010)

publicaram um estudo que mostra um aumento das citocinas IL-6 e TNFa na depressao.
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O TNFo € uma citocina inflamatéria com atividades pleiotropicas em células
endoteliais e imunes. O nivel de TNFa em plasma de pacientes com depressao maior se
mostrou ainda mais elevado que em pacientes com esclerose multipla (MIKOVA et al,
2001). Kim e colaboradores (2007) relataram um aumento nos niveis de IL-12 em
pacientes depressivos. A IL-12 € uma citocina pré-inflamatéria, produzida por
macrofagos, células dendriticas, fagdcitos, células B (TRINCHIERI, 2003). A
neopterina, um marcador da atividade inflamatéria, também apresentou niveis
aumentados em pacientes depressivos em comparagdo a pessoas sauddveis (DUNBAR

et al, 1992).

Existem evidéncias de que farmacos antidepressivos exercem efeitos especificos
nas respostas inflamatdrias e no sistema imune. Estudos mostraram que o tratamento
com antidepressivos parece normalizar o aumento inicial de IL-6 em pacientes
depressivos (KUBERA et al, 2000). Seidel e colaboradores (1995 ) relataram que um
tratamento de 6 semanas com antidepressivos foi capaz de diminuir o aumento inicial
das concentragdes plasmaticas de proteina C reativa, haptoglobulina e alfa-2-
macroglobulina. Segundo Kim e colaboradores (2007), um tratamento de 6 semanas
com antidepressivos diminuiu significativamente o aumento nos niveis de IL-12. Essas
evidéncias apontam a depressdo como uma desordem inflamatdria e demonstra que os

antidepressivos também exibem efeitos antiinflamatorios.

1.6 Estresse oxidativo e depressao

Estudos recentes tem apontado o estresse como um fator importante na causa da
depressdo, relacionando o estresse cronico a uma desregulagdo do eixo adrenal-
pituitario-hipotaldmico e a toxicidade em consequéncia da liberagdo excessiva de

glicocorticoides (REUS et al, 2014).

Devido ao elevado nivel de metabolismo oxidativo, o cérebro ¢ bastante
vulneravel ao estresse oxidativo e a produtos moleculares quimicamente reativos
contendo oxigénio, tais como o0s ions oxigénio, os perdxidos e peroxinitritos,
superoxidos e oxido nitrico (NO) que sdo conhecidos como espécies reativas de

oxigénio (ERO) e espécies reativas de nitrogénio (ERN). Tanto ERO como ERN sdo
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mediadores intracelulares que vao aumentando com o passar da idade, contribuindo para
danos celulares e reagindo com vérios alvos biologicos, como proteinas, lipidios, RNA
e DNA. O estresse oxidativo resulta de um desequilibrio entre compostos oxidantes e
antioxidantes, através da geragdo de espécies reativas em excesso ou da diminui¢do da
capacidade do corpo em produzir compostos antioxidantes (MELLO et al, 2014). O
efeito do estresse oxidativo no DNA pode causar o encurtamento dos teldmeros

(SZEBENI et al, 2014).

Evidéncias indicam que a depressdo maior esta relacionada ao envelhecimento
celular. Numerosos estudos reportaram um encurtamento dos telomeros em células
mononucleares do sangue em pacientes com depressdo maior. Teldmeros sdo proteinas
nucleares complexas que contém DNA rico em guanina localizadas nas extremidades
dos cromossomos. Os teldmeros ndo codificam nenhuma proteina, mas sdo essenciais
para a estabilidade e protegdo do cromossomo contra degradacdo ou recombinacao.
Quando o DNA telomérico atinge um encurtamento critico devido as mitoses continuas,
a célula torna-se suscetivel a sofrer apoptose. O encurtamento dos telomeros tem sido
associado a uma variedade de fatores estressantes, como estresse psicoldgico, estresse
na infancia, inflamagdo, glicocorticéides. Muitos desses fatores estdo presentes na

depressao.

Os mecanismos moleculares responsaveis pelo encurtamento dos telomeros na
depressdo permanecem desconhecidos, embora elevados niveis de estresse oxidativo
como resultado da inflamag¢ao ou de hormoénios estressantes parecem mediar de alguma

forma esse processo.

J& se sabe que pessoas que sofrem de depressdao unipolar ou bipolar apresentam
uma desregulacdo do sistema de defesa antioxidante. Estudos clinicos e estudos com
modelos animais tem demonstrado que a depressdo esta associada com um aumento de
malonaldeido (MDA, um marcador da peroxidacdo lipidica) e 8-iso-prostaglandina F2

(marcador da peroxida¢ao do acido araquidonico) (MOYLAN et al, 2014).

Estudos feitos em pacientes depressivos mostraram um aumento no estresse

oxidativo e nitrosativo. Esses efeitos resultam em menores niveis de concentragoes de
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acidos graxos n-3, uma fun¢do reduzida dos sistemas antioxidantes onde foram
encontrados menores concentragdes no plasma de vitamina E e C, concentragdes
menores de albumina, concentragdes menores de agentes antioxidantes como o zinco e
coenzima Q10 (CoQ10) e menores indices de aminodcidos como o triptofano e a
tirosina. A desregulag@o destes sistemas antioxidantes contribui para a fisiopatologia da
depressdo ao oferecer uma protecao reduzida contra os EROs e ERNs (MOYLAN et al,
2014).

Glutationa (GSH) ¢ outro agente antioxidante que foi examinado em pacientes
depressivos. A GSH ¢ sintetizada no figado por trés aminoacidos: glicina, glutamina e
cisteina. A GSH tem trés fungdes: € um potente antioxidante que protege as células
contra danos causados por radicais livres e recicla as vitaminas C e E, para que elas
possam se tornar novamente ativas e serem usadas em processos antioxidantes; a GSH ¢
empregada pelos leucocitos como fonte de energia usada para a linfoproliferacdo; a
GSH ¢ um purificador natural, portanto altas concentragdes sdo encontradas no figado.
Ja em 1934 foi documentado uma redu¢do nas concentragdes sanguineas de GSH em
desordens psiquidtricas (LOONEY & CHILDS, 1934). Foram encontrados niveis
reduzidos de GSH em pacientes que sofrem de depressdao (MAES et al, 2000).

A glutationa peroxidase (GpX) ¢ uma enzima antioxidante envolvida na
elimina¢do de radicais livres. A familia da GpX compreende diferentes isoformas, duas
encontram-se em grandes quantidades no sangue: a GpX1, expressa nas hemadcias e a
GpX3, encontrada (CHU et al, 1992). As GpXs catalisam a redug¢do do peroxido de
hidrogénio utilizando a glutationa, que ¢ utilizada como doadora de elétrons para

regenerar a forma reduzida da selenocisteina (CEBALLOS-PICOT et al, 1992).

Superdxido desmutase (SOD) ¢ uma familia de enzimas antioxidantes, que tem
como co-fatores o cobre e o zinco, que catalisam a dismuta¢do de superoxido em
oxigénio e peroxido de hidrogénio. Sao encontradas trés formas em humanos: SODI,
um dimero localizado no citoplasma; SOD2, um tetramero presente nas mitocondrias e
SOD3, um tetrdmero extracelular. A SOD 2 ¢ a primeira linha de defesa contra o
superoxido produzido durante a fosforilagdo oxidativa (LI et al, 1995). Ratos

deficientes de SOD2 expostos a agentes oxidantes morrem pouco depois do nascimento
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(LT et al, 1995) e ratos deficientes de SODI tem dano oxidativo persistente e
desenvolvem carcinoma hepatocelular (ELCHURI et al, 2005). Estes resultados
mostram que a SOD ¢ uma importante enzima antioxidante. Estudos tem revelado

niveis de SOD e GpX menores em pacientes depressivos (MOYLAN et al, 2014).

O NO ¢ um importante mediador em muitos processos neurais. Roedores
submetidos a estresse cronico ou agudo de imobilizagdo apresentaram niveis
aumentados da 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS). Embora a expressdo de NO,
iNOS e 6xido nitrico sintase neuronal (nNOS) esteja aumentada na depressdo, estudos
recentes tem indicado que a NOS participa em mecanismos associados ao uso de
antidepressivos. Isso sugere que o NO pode ter diferentes efeitos em diferentes locais ao
longo do curso e do tratamento da depressdo. O aumento dos niveis de NO e O, pode
levar a formagdo de peroxinitrito (ONOO ) e subsequente oxidagdo, nitragdo ou

nitrosilacdo de proteinas, contribuindo para o dano celular (MOYLAN et al, 2014).

A catalase ¢ uma enzima que catalisa a reducdo do peroxido de hidrogénio em
agua e oxigénio. Os seres humanos com baixos niveis de catalase (acatalasemia) tém um
risco aumentado de desenvolver diabetes mellitus (GOTH et al, 2004). Poucos estudos
examinaram a atividade da catalase na depressdo. Galecki e colaboradores (2009)
observou um aumento nos niveis de atividade da catalase durante episddios agudos de
depressdo em comparagdo com voluntirios sauddveis. Szuster-Ciesielska e
colaboradores (2008) também detectaram um aumento na atividade da catalase em

pacientes com depressao maior.

Estudos tem associado a disfun¢do mitocondrial como um fator importante na
patogénese de diversas doencas, como a depressdo, transtorno bipolar e esquizofrenia.
Pesquisas em modelos animais mostraram uma inibi¢do mitocondrial em cérebro de
ratos apos estresse cronico (REZIN et al, 2009). Em humanos, um estudo de Kimbrell e
colaboradores (2002) mostrou que pacientes depressivos apresentam uma reducdo no
metabolismo de glicose em algumas areas cerebrais em comparagdo com pessoas
saudaveis. Gardner e colaboradores (2003) demonstrou uma diminui¢ao na producao de

ATP mitocondrial em musculos de pacientes com depressao.
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RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA
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2 RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

O uso de produtos naturais, predominantemente os produtos derivados de
plantas, tem sido a base para o desenvolvimento de diversas substancias

farmacologicamente ativas.

O carvacrol (5-isopropil-2-metil-fenol), um monoterpeno encontrado
principalmente em O6leos essenciais de plantas do género Thymus e Lamiaceae, tem

demonstrado possuir diferentes acdes farmacoldgicas.

Estudos prévios realizados por nosso grupo com o objetivo de investigar
possiveis acdes centrais do carvacrol em modelos animais demonstraram que este
monoterpeno apresentou agdes ansioliticas (MELO et al., 2010) e antidepressivas
(MELO et al, 2011). O carvacrol também apresentou acdes analgésicas em
camundongos tratados por via intraperitoneal (GUIMARAES et al, 2010) e apresentou
efeitos antioxidantes in vitro (GUIMARAES et al, 2010).

Conhecendo a importancia que os antidepressivos tem ganhado ao longo do
tempo como agentes alternativos para o tratamento da dor e sabendo que ainda nao
existem estudos sobre uma possivel a¢do antioxidante central do carvacrol, o presente
estudo foi realizado para investigar os efeitos do carvacrol em modelos neuroquimicos e
comportamentais a fim de investigar os possiveis efeitos antidepressivos, analgésicos e
antioxidantes. Com isso, buscamos nos produtos naturais o surgimento de novas drogas
que apresentem menor incidéncia de reagdes adversas e facilite a adesdo do paciente ao

tratamento terapéutico.

Como ndo existem estudos que avaliem a toxicidade do carvacrol, foi
feito uma andlise da toxicidade oral aguda do carvacrol a fim de avaliar a

viabilidade do carvacrol para um futuro uso clinico.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Investigar os possiveis mecanismos de ac¢do ansiolitico, antidepressivo e
analgésico do carvacrol em camundongos. Para isto, foram utilizados modelos

experimentais e neuroquimicos.
3.2 Objetivos Especificos

* Determinar os niveis de monoaminas (dopamina, noradrenalina, serotonina e seus
respectivos metabolitos) e as concentracdes de aminodcidos GABA, Glutamato,
Taurina, Histidina e Glicina em cértex pré-frontal, hipocampo e corpo estriado de

camundongos através de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC);

* Determinar alteracdes nos sistemas antioxidantes superdxido dismutase (SOD) e

catalase em cortex pré-frontal, hipocampo e corpo estriado dos animais em estudo;

* Determinar o indice peroxidagao lipidica, glutationa reduzida (GSH), e a produgdo

de nitrito e nitrato nas areas cerebrais estudadas;

* Determinar a acdo do carvacrol em camundongos nos modelos comportamentais
de nocicepc¢do utilizando os testes das contor¢des induzidas por acido acético,

placa quente e teste da formalina.

e Verificar as participacdes dos sistemas opidide e nitrérgico no mecanismo de agao

antinociceptivo do carvacrol.

* Avaliar a atividade locomotora espontanea e atividade relaxante muscular

utilizando os testes do campo aberto e rota rod, respectivamente.



Avaliar a toxicidade oral aguda conforme o Guia OECD-423/2001.
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MATERIAIS E METODOS




4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Drogas e reagentes

Quadro 4 Drogas e Reagentes

50

Drogas/Reagentes Origem

Agua Destilada Deionizador

Alcool Etilico P.A. Quimex, Brasil
Carvacrol Sigma

Pilocarpina Sigma

Formalina Sigma

Diazepam Unido Quimica Brasil
Indometacina Sigma

Morfina Sigma

Naloxona Sigma

L-arginina Sigma

Acido acético Sigma

Tween 80 Sigma

Quadro 5 Equipamentos

Equipamentos Modelo/Origem

Balanca analitica

Modelo H5, Mettler, Suica

Balanca para animais

Filizola, Brasil

Campo aberto

Fabricado pelo laboratério

Rota Rod

Ugo Basile, Italia
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Banho Maria

Modelo 102/1, FANEN, SP, Brasil

Bomba para HPLC

LC-10AD Shimadzu Corp., Japao

Centrifuga refrigerada (eppendorf)

Modelo Marathon 26 KMR, Fisher Scientific

Cubetas de plastico para leitura em

espectofotometro

Sarstedt, Alemanha

Pipetas automaticas

H.E., Dinamarca

Degaseificador

DGU-2A ShimadzuCorp., Japio

Detector eletroquimico

L-ECD-6", Shimadzu Corp., Japio

Equipamento de Millipore para filtracioo a

vacuo

Millipore Apparatus, Bedford, MA, USA

Freezer a -70°C

Modelo ULT 2586-3D14, Revco Scientific, Inc.
Ashville, N.C., USA

Integrador C-R6A Chromatopac

Shimadzu Corp., Japao

Medidor de pH, modelo B374

Micronal, SP, Brasil

Sonicador Modelo PT 10-35, Brinkmann Instruments Inc.
NY, USA

Crondometro Incoterm, Brasil

Vidrarias Pirex, Brasil

Estufa de secagem e esterilizacio

Modelo 315 SE FANEN, Brasil

Banho Maria

Modelo 102/1, FANEN, SP, Brasil

4.2 Animais

Foram utilizados em todos os experimentos camundongos albinos da espécie

Mus musculus e da variedade Swiss, adultos, do sexo masculino, pesando entre 20-25g,

provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do Ceard. Os animais foram

mantidos em caixas de propileno em um biotério com a temperatura de
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aproximadamente 25+1°C e submetidos ao ciclo claro/escuro de 12 em 12h. Os animais
se alimentaram com ragdo do tipo Purina e receberam agua ad libitum. Os protocolos
experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal (CEPA)

desta universidade, sendo 04/2012 o nimero do referido protocolo.

4.3 Preparo das Drogas

O carvacrol (CVC) foi emulsificado em Tween 80 a 2% e diluido em agua
destilada , obtendo a concentracdo final de 2,5 ¢ 5 e 10 mg/mL, que correspondem as
doses de 12.,5; 25; 50 e 100 mg/Kg, respectivamente. Os grupos controle receberam
veiculo (4gua destilada emulsificada a 2% com Tween 80. As demais drogas utilizadas
nos experimentos tais como diazepam (2 mg/kg), pilocarpina (400 mg/Kg), formalina
(1%), acido acético (0,6%:;), indometacina (5 mg/Kg), morfina (7,5 mg/Kg), naloxona
(1 mg/Kg) e L-arginina (150 mg/Kg) foram dissolvidas e diluidas diretamente em agua

destilada. O volume total de solu¢do administrada nos animais foi de 10 mL/kg.

4.4 Protocolo Experimental

Os experimentos foram realizados durante o periodo do dia e os animais foram
observados em um ambiente fechado, silencioso e a temperatura constante de
aproximadamente 25+1°C. Todos os testes comportamentais foram realizados com
diferentes grupos de animas e em dias distintos. Em todos os testes, apos a observagao

de cada animal, foi utilizado alcool 70% para a remogao de residuos e odor do animal.

Testes Neuroquimicos

Para os testes neuroquimicos, grupos de animais foram tratados com veiculo
(2% Tween 80 em agua destilada, v.0.) e carvacrol nas doses de 25 e 50 mg/Kg (v.0o) e 1h
depois foram sacrificados por deslocamento cervical para dissecacdo da area cerebral do

corpo estriado para detec¢do dos niveis de aminodcidos e monoaminas no HPLC.
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Outros grupos de animais foram tratados com veiculo (2% Tween 80 em agua
destilada, v.0.) e carvacrol nas doses de 25 ¢ 50 mg/Kg (v.0) e 1h depois receberam uma
inje¢do intraperitoneal de pilocarpina 400 mg/Kg. Apds a morte dos animais, o cérebro foi
dissecado para retirada das areas do corpo estriado, hipocampo e cortex pré-frontal para

analise do efeito do carvacrol sobre o estresse oxidativo

4.4.1 Dissecagdo das areas cerebrais

Ap6s o sacrificio por deslocamento cervical, os animais foram decapitados e
tiveram as regides de interesse rapidamente removidas e colocados em eppendorfs para
posterior praparo dos homogenatos, para deteccdo tanto dos niveis de aminodcidos e

monoaminas no HPLC quanto para a avalia¢do do estresse oxidativo.

Para a retirada do cortex pré-frontal (CPF), a por¢do anterior dos lobos frontais
(em torno de 1,5 mm a partir do bulbo olfatério) foi feita uma secgdo bilateral com o

auxilio de uma tesoura de microdissecagao (MACHADO, 1985).

Ap0s a retirada do cortex pré-frontal, acompanhando a fissura sagital mediana, a
camaada cortical cerebral foi retirada das leptomeninges com o auxilio de uma pinga reta
de microdissecacdo, a qual, progredindo aos ventriculos laterais, divulsionou o cortex em
toda a sua extensdo fronto-occiptal. O cortex ja divulsionado foi rebatido para os lados,

expondo parte do hipocampo, que foi descolado e retirado.

O corpo estriado foi isolado das estruturas circunjacentes por divulsionamento
com uma tesoura de microdissecagdo, sendo a sua retirada orientada pelo diametro da

porc¢do tuberosa visivel desses nticleos, apds o rebatimento lateral do cortex.

Apoés o término da dissecacdo, cortex pré-frontal, hipocampo e corpo estriado
foram colocados em eppendorfs devidamente identificados, pesados e conservados a -
70°C para uso posterior. As areas foram estocadas durante um periodo de tempo de no
maximo 2 meses,e, foram considerados como tendo a mesma viabilidade daqueles que
foram ensaiados imediatamente ou 24h apds a dissecacdo (BURKE, GREENBAUN,
1987; FIELDER et al., 1987).
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4.4.2 Determinacdo de aminoacidos com HPLC.

Procedimento experimental

Para a determinacdo dos niveis de aminoacidos, foram retiradas as dareas
cerebrais correspondentes ao corpo estriado. Para a preparacdo dos homogenatos, foi

utilizado um volume de 10% da area em écido perclorico 0,1 M.
Método

As determinagdes dos niveis de aminodcidos foi realizada através do uso de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). O aparelho consiste em uma pré-coluna
de derivatizagdo na presencaa de ortoftaraldeido (OPA) e foi programado com um

detector fluorimétrico (330-450) nm acoplado a um integrador.

A coluna cromatografica utilizada foi a C18, 250X 4,6nm, 5p que percorria a
coluna com velocidade de 1,0mL/min. A fase mével A consistiu em 50mM NaH,PO4 em
20% de metanol ajustada para PH de 5,5. A fase mével B consistiu em 100% de metanol.
As fases foram preparadas com agua ultra purificada (Mili-Q system) e filtrada com o uso

de filtros milipore de 0,22 pm.
Solugdes reagentes
- Acido perclérico 0,1M

Adicionou-se 1,8 mL de 4cido perclorico (Sigma, MO, USA) em um baldo

volumétrico e completo o volume para 300 mL.
- Padrées

Todos os aminoacidos foram preparados nas concentragdes de 2,5 mmol/L ou
2,5mM. Glutamato, aspartato, glicina, taurina ¢ GABA foram solubilizados em dacido

perclérico 0,1M.

O 4cido percloérico foi preparado adicionando 1,8 mL do &cido e completado o

volume para 300 mL com 4gua mili-Q.

Preparo das amostras.
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Para o preparo das amostras, foi utilizado homogenatos cerebrais a 10% em
acido perclorico 0,1M. Apds o preparo, estes foram centrifugados a 14000 rpm durante 30

minutos e o sobrenadante filtrado em filtros milipore 0,22 pm.
Solucao de derivatizagdo.

Para o preparo da solucdo de derivatizagdo, 13,5 mg de OPA foi dissolvido em
250 pl de etanol, juntamente com 10ul de 2-mercaptoetanol, o volume da solucdo foi
entdo completado para 2,25 mL com tampao borato, pH 9,3. A solucao foi filtrada com o
milipore 0,22um. A solugdo foi acondicionada em vidro ambar no refrigerador por, no
maximo, uma semana. Para as derivatizagdes, 20ul da amostra foi diluida em 20ul de

OPA e injetada no HPLC ap6s um minuto de agitacao.

4.4.3 Determinagdo de monoaminas e seus metabolitos com HPLC

Procedimento experimental

Para a determinacgdo dos niveis de monoaminas e seus derivados, foram retiradas
as areas cerebrais correspondentes ao corpo estriado. Para a preparagdo dos homogenatos,

foi utilizado um volume de 10% da area em acido perclorico 0,1M.
Método

Para a determina¢doo das concentracdes de catecolaminas, foi utilizado o
equipamento HPLC. Uma coluna CLC-ODS(M) com comprimento de 25 cm, calibre 4,6
mm e didmetro da particula de 3pm, da Shimadzu, Japdo, foi utilizada. A fase movel
utilizada foi composta por tampao acido citrico 0,163 M, pH 3,0, contendo &cido
octanosulfonico sodico, 0,69 M (SOS), como reagente formador do par idnico,
acetonitrila 4% v/v e tetrahidrofurano 1,7% v/v. Noradrenalina (NA), dopamina (DA),
acido diidroxifenilacético (DOPAC), 4cido homovanilico (HVA), serotonina (5-HT) e
acido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA) foram eletronicamente detectados usando um
detector amperométrico (Modelo L-ECD- 6 da Shimadzu, Japdo) pela oxidagdoo em um
eletrodo de carbono vitreo fixado em 0,85V relativo a um eletrodo de referencia de Ag-

AgCl (HALLMAN; JONSSON, 1984).

Preparo das amostras.
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Para o preparo das amostras, foi utilizado homogenatos cerebrais a 10% em
acido perclorico 0,1M. Apds o preparo, estes foram centrifugados a 14000 rpm durante 30

minutos e o sobrenadante filtrado em filtros milipore 0,22 pm.
Solucdes reagentes
- Fase movel

Foram pesados 15,75g de acido citrico (grupo quimica, RJ, Brasil) e completado para um
volume de 400mL com agua purissima (Milli-Q). Esta solu¢do foi ajustada para pH 3,0
com hidréxido de sédio 12,5 M (Reagen, RJ, Brasil). A esta solu¢do foi adicionado o SOS
75 mh (Sigma, MO, USA) e completado o volume para 471,5mL com agua Milli-Q. Em
seguida, foi feita a filtracdoo e degaseificagdo, e porterior adicdo de 20 mL de acetonitrila
(Carlo Erba reagenti, MI, Italia)e 8,5 mL de tetrahidrofurano (Sigma, MO, USA) para um

volume final de 500 mL.
- Acido perclérico 0,1M

Adicionou-se 1,8 mL de 4cido perclorico (Sigma, MO, USA) em um baldo

volumétrico e completo o volume para 300 mL.
- Padroes

Os padroes foram preparados em uma concentragdoo final de 4ng/20ul de
solu¢do de NA, Da, 5-HT, DOPAC, HVA e 5-HIAA (sigma, MO, EUA). A partir da
area dos picos desses padrdes, as concentragdes das amostras foram calculadas

utilizando o programa Microsoft Excel e os resultados expressos em ng/mg de tecido.

4.5 Estresse oxidativo

4.5.1 Determinagdo da producdo de substancias acidas reativas com o acido

tiobarbitarico (TBARS).

Método
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O grau de lipoperoxidagio foi medido através da determinacdo das
concentragdes de substincias reativas do acido tiobarbitirico (TBARS), conforme o

método de Draper e Hadley (1990), seguindo o protocolo a seguir:

Foram preperados homogenatos da area cerebral a 10% em solucdo de cloreto de
potassio (KCI) 1,15%. Um volume de 0,25 mL do homogeneizado foi misturado a 1 mL
de solucdo de acido tricloroacético a 10% e acrescido a 1 mL de solucdo de acido
tiobarbittrico 0,6%. Apods a agitagdoo, essa mistura foi mantida em um banho de agua
fervente (95-100°C) por 15 min., adicionado o n-butanol (2:1 v/v), a seguir resfriada em
banho de gelo por alguns minutos e posteriormente centrifugada (800xg, 5 min). O
conteido de TBARS foi determinado em espectofotometro a 535 nm. Os resultados

foram expressos em micromol de malonildialdeido (MDA) por mg de proteina.
Curva-padrao de malonildialdeido (MDA)

A partir da solu¢do padrao de MDA (6 mols), foram preparadas as solugdes a
0,627 pmol; 1,247 pmol; 2,463 pmol; 4,8 pmol; 9,16 umol e 16,77 pmol. O branco foi
feito com 4gua destilada. A leitura da absorbancia foi feita a 532 nm para

determinagdoo da equagdoo da curva-padrao de MDA.
Solugdes reagentes:
Foram utilizadas as seguintes solu¢des reagentes:

-Solucio de cloreto de potassio
2,3 g de cloreto de potassio (Reagen, RJ, Brasil) foram diluidos para um volume

final de 200 mL de agua destilada.

-Tampao fosfato

NaH,PO4H,0 (Reagen, RJ, Brasil) 50mM em agua bidestilada, pH 7,4.

Solucio de acido tiobarbiturico (TBA)

TBA (Sigma, St. Louis, MO, EUA) 50 mg em 50 mL de agua bidestilada.

4.5.2 Determinacdo da produgao de nitrito.
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Método da preparacio da curva-padrio

Foram pesados 7 mg de NaNO, e dissolvidos em 10 mL de 4gua bidestilada
(estoque-10nM), foram feitas as dilui¢des em série (10 e 20x), ficando ImM, 100uM,
10uM, 5uM, 2,5uM, 1,25uM, 0,625uM, 0,312 uM. Foifeita uma equacgdoo da reta para o
calculo das concentragdes do testes (GREEN et al., 1981).

Procedimento Experimental

Foram preparados homogenatos da area cerebral a 10% (p/v) em solucdo de
cloreto de potassio (KCI) 1,15%. Apo6s a centrifugacdo (800xg, 10 min) os sobrenadantes
foram coletados e a producdoo de NO determinada através da reagdo de Griess. Uma
aliquota de 100 pl do sobrenadante foi incubada com 100 pl do reagente de Griess
[sulfanilamida 1% em H3;PO4 1%/N-(-1-naphthyl)-ethylenediamine 0,1%/ H3;POs 1%/
diluido em 4gua (1:1:1:1)] a temperatura ambiente por 10 minutos. A absorbancia foi
medida em espectototometro a 550 nm. A concentragdoo de nitrito (uM) foi determinada

a partir de uma curva-padrao de NaNO,.

Solucio reagente

A seguinte solugdo reagente foi empregada nessa técnica:

- Soluciao de NaNO; (10 mM)

NaNO; (Sigma, St. Louis, MO, EUA) 7 mg em 10 mL de agua bidestilada. Em seguida,
foi procedida a filtragdo e degaseificagdo, e posteriormente adi¢do de 20 mL de
acetonitrila (Carlo Erba Reagenti, MI, Italia) e 10 mL de tetrahidrofurano (Sigma, St.
Louis, MO, EUA) para um volume final de 500 mL.

4.5.3 Determinagdo da atividade enzimatica da catalase (CAT)

Método

A atividade da catalase tem como principio a medida da velocidade de
producdoo de O, e H,O a propor¢ao que a H>O,, utilizado como substrato, ¢ hidrolisado,

de acordo com Maehly e Chance (1954) e Chance e Maehly (1955).
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A atividade da enzima ¢ medida em 230 nm, através de um espectofotdometro
Beckman DU, acoplado a um sistema de moderniza¢ao da Gilford, USA, o que permitiu
leituras automaticas em sistema digital e forneceu a sensibilidade. A atividade enzimatica
¢ medida através da leitura da variagdoo da absorbancia por minuto, durante 6 minutos e

os resultados expressos em uM/min/pg de proteina.

Procedimento Experimental

Foi preparado o meio da reacdo com H,O, (18 mL) mais tampao Tris HCl 1M,
EDTA 5 mM ph 8,0 (1,0 mL) e H,O Milli Q (0,8 mL). Em seguida foi colocado na cubeta
de quartzo 980 puL do meio de reagdo mais 20 pL do homogenato a 10%. A leitura ¢ feita
durante 6 min, a uma temperatura de 37°C em espectofotometro a 230 nm. A

concentragdoo de proteina foi determinada pelo método de Lowry et al (1951).

Solucdes reagentes

As seguintes solugdes reagentes foram empregadas nessa técnica:

- Tampao Tris HC1 1M, EDTA 5mM, ph 8,0
12,11 g de Trisma Base (1M) ¢ 0,19 g de EDTA (5 mM) (Sigma, St. Louis, MO,
EUA) e diluidos em 100 mL de dgua Milli-Q. O pH foi acertado com Hcl 1M.

- H,0; para meio de reacio
10 pL de peridol 30% (Sigma, St. Louis, MO, EUA) diluidos em 10 mL de agua
Milli-Q (gsp).

4.5.4 Determinagdo da Atividade da Superdxido Dismutase (SOD)

Método

A atividade da SOD foi medida de acordo com Sun et al. (1988). A quantidade
da enzima foi avaliada medindo-se sua capacidade de inibir a reducdo fotoquimica do

azul de nitro-tetrazolio (NBT). Nesse método a riboflavina reduzida fotoquimicamente



60

gera O2- o qual reduz o NBT produzindo Formazan que absorve no comprimento de
onda de 560nm. Na presen¢a de SOD a redu¢do do NBT ¢ inibida. Os resultados foram
expressos em unidades da enzima por grama de proteina, que ¢ a quantidade de SOD

necessaria para inibir a taxa de redugdo do NBT em 50%.
Procedimento Experimental

Os homogenatos das areas cerebrais (10% em tampao fosfato) foram
centrifugados (10 minutos, 3600 rpm a 4°C). O sobrenadante foi retirado e centrifugado

novamente (20 min, 12000 rpm, 4°C). Para o ensaio foi utilizado o sobrenadante.

Numa camara escura foi misturados 1mL do meio de reagdo (tampao fosfato 50
mM, EDTA 100nM e L-metionina 13mM pH 7,8) 30 uL da amostra, 150 pL do NBT
75uM e 300 pL riboflavina 2uM. Os tubos contendo a solugdo obtida foram expostos a
lampadas fluorescentes (15W) por 15 minutos. Ao término do tempo o material foi lido
em espectofotometro 560nm. A concentragdo de proteinas foi medida utilizando o

método de Lowry (1951).

4.5.5 Determinagdo da concentracdo da glutationa reduzida (GSH)

Método

A determinacdo da concentragdoo da GSH baseia-se na rea¢do do reagente de
Ellman, o 5,5’-ditiobis (4cido 2-nitrobenzéico) (DTNB) com o tiol livre originando um
dissulfeto misto mais o acido 2-nitro-5-tiobenzéico. A medida do produto de reagdo

formado ¢ feita por leitura da absorbancia a 412 nm, conforme descrito anteriormente

por Sedlak e Lindsay (1988).
Procedimento Experimental

Preparou-se o homogenato a 10% das areas cerebrais a serem estudadas, em
EDTA 0,02 M. Em seguida, foi retirado 400 pL desse homogenato e adicionado 320 pL.

de agua destilada e mais 80 pL de 4cido tricloroacético a 50%.

O material foi agitado e centrifugado a 3000 rpm por 15 minutos. Em seguida,

foi recolhido 400 pL do sobrenadante e acrescido 800 puL de tampao Tris-HCI 0,4M, pH
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8,9 e mais 20 pL de DTNB 0,01 M e ap6és 1 minuto da reagdo, foi feita a leitura da
coloracdoo em 412 nm, através do espectofotdmetro Beckman DU, acoplado a um
sistema de modernizagdoo da Gilford, USA, o que permitiu leituras automaticas em
sistema digital e forneceu maior sensibilidade. A concentragdo da glutationa reduzida

foi expressa em nanograma de GSH por grama de tecido.
Curva-padrao de glutationa (GSH)

A partir da solugdo padrao de GSH (1 mg/mL), foi preparado 4 mL (em
triplicata) de solucdes a 6,25; 12,5; 25; 50 e 100 pg/mL. O branco foi feito com agua
destilada ( 4 mL) e a cada tubo das solu¢des de GSH foi acrescentado 4mL de tampao
tris HC1 0,4M (pH 8,9). Adicionou-se ainda a cada tubo 0,1 mL de DTNB (0,01M) e
feita a leitura da absorbancia a 412 nm apdés 1 minuto da adi¢do do DTNB, e

determinada a equagdo da curva padrao de GSH.
Solucdes reagentes
Foram utilizadas as seguintes solu¢des reagentes:

Solucio de acido etilenodiaminotetracético

EDTA (Sigma, St. Louis, MO, EUA), 521,1 mg em 70 mL de agua bidestilada, para

preparar EDTA 0,2 M. Em seguida foi retirado 30 mL desta solugdo inicial e acrescido

mais 270 mL de 4gua bidestilada.

Tampao Tris-HCl

14,352 gramas de Tris-HCI (Trizma base, Sigma, Brasil) foram diluidos em 30 mL de

EDTA 0,2 mM, mais 300 mL de agua bidestilada, obtendo-se uma concentracdaoo de 0,4
M. O pH foi ajustado com solu¢do HC1 0,1 N (MERCK, RJ, Brasil) para pH 8,9.

Solucio de acido 5:5-ditiobis-2-nitrobenzoato

DTNB (Sigma, St. Louis, MO, EUA) 39,6 mg em 10 mL de metanol absoluto.

Solucio de acido tricloroacético

TCA (Sigma, St. Louis, MO, EUA) 50 mL mais 50 mL de 4gua bidestilada.

Soluciio de glutationa
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GSH (Sigma, St. Louis, MO, EUA) 50 mg em 50 mL de 4gua bidestilada.

4.5.6 Dosagem de proteina

Método

A quantidade de proteina em homogenatos de cérebro foi determinada a 25°C
utilizando albumina sérica bovina como padrdo, de acordo com o método de Lowry e
colaboradores (1951), que emprega duas reagdes de formacdo de cor para analisar a
concentragdo protéica fotometricamente. Inicialmente ¢ feita uma rea¢do de biureto de
baixa eficiéncia na qual os ions de cobre alcalino produzem uma cor azulada na presengaa
de ligacdes peptidicas. Esta cor biureto ¢ caracteristica de todas as proteinas e fornece

uma cor basica de fundo para a préxima etapa de ensaio.

Depois o0 método emprega uma mistura complexa de sais inorganicos, o reagente
Folin-Ciocalteau, que produz uma cor verde azulada intensa na presenca de tirosina ou
triptofano livres ou ligados as proteinas. Como as quantidades desses dois aminoacidos
sdo geralmente constantes nas proteinas soliveis, com poucas excegoes, a cor das reagdes
(verde-azulada) ¢ indicativa da presenca de proteina e a intensidade da cor proporcional a
concentragdo. Esta coloracdoo ¢ medida em 750 nm, através de um espectofotometro

Beckman DU, acoplado a um sistema de modernizagaoo da Gilford, USA.
Solugdes reagentes
As seguintes solugdes reagentes foram empregadas nessa técnica:
- Reagente A

NayCOs (Reagen, RJ, Brasil) a 2% em NaOH (Reagen, RJ, Brasil) 0,1 N.

- Reagente B
CuS04.5H;0 a 0,5% em NaKC4H404.4H,0 (Grupo Quimica, RJ, Brasil) a 1%.

- Reagente C
Solug¢do de cobre alcalino (24 mL do reagente A com 1 mL do reagente B,

misturados no momento de usar).
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-Reagente de Folin

Ciocalteau — Fenol (Labordin, Piraquara, PR, Brasil) 1:1 em 4gua bidestilada.

-Soluc¢io de albumina sérica bovina
Albumina sérica bovina (Sigma, St Louis, Mo, USA) 1 mg/mL em &gua

bidestilada.

4.5.7 Avaliacao da Atividade Locomotora

4.5.7.1 Teste do Campo Aberto

Este teste ¢ utilizado para avaliar a atividade exploratdria do animal (ARCHER,
1973). O aparato para camundongos ¢ composto de paredes de acrilico transparente € o
piso ¢ dividido em nove quadrantes da cor preta e com a mesma dimensdo, sendo as
dimensdes do aparato de 30 x 30 x 15 cm. Sessenta minutos ap6s o tratamento por via
oral com carvacrol (100 mg/Kg) e 30 minutos apds o tratamento com diazepam (2
mg/kg, i.p. os animais, individualmente, foram colocados no centro do campo aberto.
Foram registrados durante o periodo de 5 minutos 0 numero de cruzamentos com as
quatro patas (atividade locomotora espontdnea; ALE), nimero de comportamentos de
auto-limpeza (grooming) e o nimero de levantamentos (rearing), sem se encostar nas

paredes.



64

Quadro 6 Teste do Campo Aberto em camundongos.

30 ou 60 min

/ ALE (nGimero de

cruzamentos)

Carvacrol (100
mg/kg); diazepam
(2 mg/kg)

rearing grooming

4.5.8 Avaliacdo da atividade relaxante muscular

4.5.8.1 Teste do Rota Rod

O teste do rota rod mede o efeito de relaxamento muscular ou incoordenagao
motora produzidos por drogas nos animais (CARLINI & BURGOS, 1979). Sessenta
minutos apds o tratamento por via oral com carvacrol (100 mg/Kg) e 30 minutos apds o
tratamento com diazepam (2 mg/kg, i.p.), os camundongos foram colocados sobre as
quatro patas em uma barra giratdria de 2,5 centimetros de diametro, elevada a 25 cm do
piso, em trés rotagdes distintas (5, 15 e 40 rpm) e observados por um periodo de 2
minutos. Foi registrado o tempo de permanéncia na barra giratdria, em segundos (s)

(DUNHAM; MIYA, 1957).
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Quadro 7 Teste do Rota Rod em camundongos.

30 ou 60 min

Carvacrol (100
mg/kg); diazepam
(2 mg/kg)

Tempo de

permanéncia (s)

Avaliaciao da Atividade Nociceptiva

4.5.9 Teste de contor¢oes abdominais induzidas pelo acido acético.

O teste baseia-se na quantificacdo das contor¢des abdominais induzidas pela
aplicacdo intraperitoneal de acido acético 0,6% (v/v). O animal exibe um comportamento
sugestivo de dor — nociceptivo caracterizado pela contor¢do do abdomen seguido da
extensdo das patas traseiras. Os animais foram tratados com carvacrol nas doses de 12,5;
25, 50 ou 100 mg/Kg (v.0) e uma hora apds os tratamentos, os animais receberam uma
inje¢do intraperitoneal de acido acético 0,6%. A indometacina (indo), na dose de 10
mg/Kg (i.p.), um agente antiinflamatdrio ndo esteroide foi utilizado como padrao positivo
nesse teste. O niimero de contorgdes foi o pardmetro utilizado para avaliar o potencial
antinociceptivo dos tratamentos neste teste, sendo o nimero de contor¢des contado por 20

minutos logo apos a aplicagdo intraperitoneal do dcido (COLLIER et al, 1968; KOSTER
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et al, 1959). A aplicacdo do acido acético ocorreu sempre 30 minutos apds o tratamento

intraperitoneal ou 60 minutos apds o tratamento via oral.

Para investigar o possivel envolvimento do 6xido nitrico (NO) e do sistema
opidide no mecanismo de agdo antinociceptivo do carvacrol no teste das contor¢des
abdominais induzidas por acido acético, os animais foram tratados com veiculo, carvacrol
(100 mg/Kg) ou o tratamento associado de carvacrol e L-arginina (L-ARG; 150 mg/Kg)
ou naloxona (NAL; 1 mg/Kg). Carvacrol foi administrado 60 min antes da inje¢ao
intraperitoneal de acido acético 0,6%. Quando associado, os animais receberam carvacrol
(100 mg/Kg) 30 min apds o tratamento com L-ARG (150 mg/Kg) ou NAL (1 mg/Kg). O
nimero de contor¢des foi contado decorrido 10 min da administracdo de acido acético,

durante 20 min.

Quadro 8 Teste das contor¢des induzidas por acido acético.

" 30 ou 60 min
¢ -

Carvacrol (12,5; 25,
50 ou 100 mg/kg); acido

indometacina (10 acético 0,6% 20 min
mg/kg)
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Carvacrol 100 mg/Kg e (B

CVC 100+L-ARG (150 mg/Kg) nimero  de

p

CVC 100+NAL (1 mg/Kg) 20 min

contorgdes por

Injecdo de
acido
acético 0,6%

Figura 7 Fluxo de tratamento no teste de contor¢des induzidas por acido acético.

4.5.10 Teste da nocicep¢ao induzida pela formalina.

A aplicagdo de solugdo de formalina a 2% na pata traseira direita de roedores
leva a um comportamento sugestivo de dor, lamber e/ou morder a pata, bifasico, onde a
primeira fase ocorre do momento da aplicagcdoo até o quinto minuto subsequente e a segunda
fase ocorre entre o 20° e 30° minuto seguintes a aplica¢do intraplantar de formalina. Os
animais foram tratados com carvacrol nas doses de 50 ou 100 mg/Kg por via oral. Um grupo
de animais foi tratado com a indometacina 10 mg/Kg (i.p.), que ¢ um conhecido agente
antiinflamatério ndo esteroide, usado neste teste como padrdo positivo. Uma hora apds os
tratamentos por via oral ou trinta minutos apos os tratamentos via i.p., 0s animais receberam
uma injec¢do intraplantar de formalina 2% na pata traseira e foram observados por 5 minutos e
contados o numero de lambeduras da pata traseira. Quinze minutos apds a primeira fase do
teste, os animais foram observados por mais 5 minutos e o tempo de lambedura da pata foi
contado novamente. O tempo de lambedura foi registrado em segundos e a reducdo desse
tempo foi considerado como evidéncia de atividade antinociceptiva (HUNSKAARS &

HOLE, 1985).
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Quadro 9 Teste da Formalina em camundongos.

f Tempo de lambedura (s)
_oen. TR
P % »
- WV
—

Carvacrol (50 ou Iniecio d Q\\;%
100 mg/Kg); njécao ae ~ ’
naloxona(7,5 formalina 2%

mg/Kg) 0-5 min e 20-25 min

Para investigar o possivel envolvimento do 6xido nitrico (NO) e do sistema opidide no
mecanismo de a¢do antinociceptivo do carvacrol no teste da nocicep¢do induzida por
formalina, os animais foram previamente tratados com CVC na dose de 100 mg/Kg , v.0. ou
veiculo (Tween 80, 2% em &gua destilada, v.0.) 60 min antes de receberem inje¢ao
intraplantar de formalina 1%. Quando associado, os animais receberam carvacrol (100
mg/Kg) 30 min apds o tratamento com L-ARG (150 mg/Kg) ou NAL (1 mg/Kg). O tempo de
lambedura foi registrado nos intervalos de 0-5 min e 20-25 min apds a aplicagdo de

formalina.
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Carvacrol 100 mg/Kg
Tempo de

CVC 100+L-ARG (150 mg/Kg) lambedura (s) nos
intervalos 0-5 min e

20-25 min

CVC 100+NAL (1 mg/Kg)

Figura 8 Fluxo de tratamento no teste da formalina em camundongos.

4.5.11 Teste de nocicep¢ao térmica na placa quente.

O teste de nocicepc¢do térmica na placa quente baseia-se no tempo de laténcia
para a expressdo de resposta ao calor, lamber a pata traseira ou pular. Este teste foi
descrito por Eddy e Leimbach (1953). Neste ensaio, os animais sdo expostos ao calor na
placa quente 55+0,5°C antes e nos tempos de 30, 60, 90 e 120 minutos apos o tratamento.
Sdo admitidos apenas animais com tempo de resposta ao calor de até 30 segundos,
portanto, para essa triagem, os animais foram submetidos a placa quente no dia anterior
ao ensaio € apenas 0s animais que exibiram respostas at¢ o tempo limite foram
selecionados para o experimento. Os animais foram tratados com carvacrol 50 ou 100
mg/Kg (v.0.) morfina 7,5 mg/Kg (i.p) 60 e 30 minutos, respectivamente, antes de serem

submetidos ao teste.
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Quadro 10 Teste da Placa Quente em camundongos.

até 30s

" 30 ou 60 min
4 .

Carvacrol (50 ou
100 mg/Kg);
naloxona (7,5
mg/Kg)

Tempos 30, 60,
90 e 120 min

4.6 Avaliacao da toxicologia

4.6.1 Procedimento experimental

A toxicidade oral aguda foi realizada conforme o Guia OECD-423/2001 “Toxicidade
Aguda de Classe” (OECD, 2001), que determina as doses a serem utilizadas no estudo

(5 mg/kg, 50 mg/kg, 300 mg/kg ou 2000 mg/kg) e o numero de animais por dose (trés).

O experimento foi realizado com 09 (nove) camundongos machos, com peso entre 25 e
30 mg, sendo 03 do grupo controle e 06 dos grupos teste (que receberam carvacrol). Os
animais foram alocados individualmente em caixas de poliuretano, em condic¢des
controladas de luminosidade (12h claro/ 12h escuro), temperatura (23 £2° C) e

receberam agua potavel e ragao comercial ad libitum.

Os animais ficaram em jejum por 8 h anteriormente a administragdo do carvacrol, com
acesso livre apenas dgua. O peso corporal dos animais foi verificado no dia (dia 1) da

administracdo do carvacrol, no sétimo (dia 7) e no décimo quarto dia (dia 14) pos-
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administracdo. A administracdo do carvacrol (2000 mg/kg) foi realizada em dose unica

por via oral.

A dose inicial selecionada para o estudo foi de 2000 mg/kg, segundo o guia da OECD
423, na auséncia de morbidade ou mortalidade a dose deve ser aumentada para 5000
mg/kg. ApoOs esse periodo a categoria toxicologica ¢ estimada, segundo as

especificagdes do Guia.

4.6.2 Observacao dos sinais de toxicidade

Durante o periodo experimental os animais foram examinados diariamente quanto a
alteragdes comportamentais de acordo com “screening” hipocratico. Foram observados:
a postura, frémito vocal, irritabilidade, contor¢do, posicdo trem posterior, ataxia,
convulsdes/tremores, hipnose, anestesia, respiracao, cianose, consisténcia e aspecto das
fezes, micgdo, fechamento da palpebra, lacrimejamento, piloere¢do, aspecto da pele e
pélos, salivacdo, hipotermia. As observagdes foram realizadas a intervalos variados no
dia de administragdo do carvacrol (lh, 2h, 4h, 6h, 12h e 24h) e a partir de entdo
periodicamente até o 14° dia (MALONE, 1977; PUCCI, 2009). A intensidade dos
eventos foi pontuada e classificada segundo Malone (1977) em: 0= ausente, 1= raro, 2=

pouco, 3= moderado e 4= intenso.

No décimo quarto dia (dia 14), os animais foram sacrificados. Em seguida foi realizada
a necropsia para a avaliagdo geral dos orgdos e foram retirados: cérebro, figado e rins,

para analise histopatolégica.

4.8.3 Analise Histologica

Para a analise histologica os orgaos (figado, cérebro e rim) foram retirados e colocados
em solucdo de formol 10% tamponado por 24 horas. Apos esse periodo, os Orgaos
foram retirados da solu¢do de formol tamponado, em seguida foram seccionados e
colocados em cassetes. Os cassetes foram colocados em recipientes contendo alcool a

70%, para posterior confec¢ao das laminas.
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Para a confeccdo das laminas, os cassetes com os oOrgdos ja seccionados foram
mergulhados em solugdo de parafina para posterior corte e fixacdo dos tecidos nas
laminas para microscopia. Em seguida as laminas foram coradas pelo método de
hematoxilina/eosina e posteriormente analisadas por microscopia.

Solug¢do de Formol tamponado 10%

Regentes (Para a preparagao de 1 litro de formol tamponado)

Misturar:
* Solu¢do de 35-40% de formaldeido (formalina) 100 ml
 Agua destilada 900 ml
* Fosfato monobasico de sodio 4g

* Fosfato dibasico de sddio 6,5g

4.7 Analise Estatistica

A andlise estatistica dos dados foi realizada através do software GraphPad Prism
versao 4.0 para Windows, GraphPad Software, San Diego, California, EUA. Copyright
(c) 1994-1999 por GraphPad Software.

Os resultados foram analisados por Anélise de Varidncia (ANOVA) seguido

pelo teste de Student Newman Keuls (post hoc).

Em todas as andlises estatisticas, os valores foram apresentados pela Média+Erro
Padrao da Média (EPM) com o nimero de animais entre paréneses e foi considerado o
nivel critico para rejeicdoo da hipdtese de nulidade menor que 0,05 (p<0,05). Os
asteriscos (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001) caracterizam o grau de significancia, assim

como os demais simbolos a, b, c, d, e.
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5 RESULTADOS

5.1 Estudos dos efeitos neuroquimicos do carvacrol

5.1.1 Determinagdo da concentracdo das monoaminas e seus metabdlitos em corpo
estriado de camundongos usando o método de Cromatografia Liquida de Alta

Eficiéncia (CLAE).

A andlise dos resultados obtidos em corpo estriado de camundongos mostram que o
carvacrol (25 e 50 mg/kg) aumentou significativamente os niveis de DA em ambas as
doses, comparado ao grupo controle; DA [Controle: 1.089+0.4135(8); CVC-25:
5.598+1.384(8); CVC-50: 5.954+10.8468(8)]. (FIGURA 9).

Os resultados também demonstraram um aumento nos niveis de 5-HT ¢ DOPAC,
embora esse aumento ndo tenha sido significativo em comparagdo ao grupo controle; 5-

HT [Controle: 2.148+0.5730(8); CVC-25: 4.810£1.017(8); CVC-50: 4.976+1.455(8)]; DOPAC
[Controle: 3.755+0.92(8); CVC-25: 5.470+0.6968(8); CVC-50: 4.897+1.088(8)].

Nao houve alteragdes significativas nos niveis de NE, HVA e HIAA.
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Figura 9 Niveis de monoaminas e seus metabolitos apos pré-tratamento com carvacrol nas doses de 25 e
50 mg/Kg em corpo estriado de camundongos. CVC -25 (carvacrol 25 mk/Kg); CVC-50 (carvacrol 50
mg/Kg); DA (dopamina); NE (noradrenalina); DOPAC (acido dihidroxifenil-acético) ; 5-HT (serotonina);
5-HIAA (4cido 5-hidroxiindol-3-acético); HVA (4cido homovanilico). *p<0,05 ANOVA seguido por
Student Newman Keuls teste post hoc.
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Determinacdo das concentragdes de aminoacidos em corpo estriado de camundongos
usando o método de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

Os efeitos do carvacrol (25 e 50 mg/kg) nas concentragdes de aminodcidos em corpo
estriado de camundongos sdo mostrados na figura 8. Carvacrol na dose de 50 mg/kg
aumentou significativamente os niveis de ASP, TAU, GABA e GLI comparado ao
grupo controle: ASP [Controle: 1250+441,9(8); CVC-25: 213,7429.84(8); CVC-50:
2610+559,3(8)]; TAU [Controle: 25.12+18,12(8); CVC-25: 414.9£82,02(8); CVC-50:
1646+77,93(8)]; GABA [Controle: 25,28+3,878(8); CVC-25: 165,6+27,75(8); CVC-50:
1135+24,90(8)]; GLI [Controle: 389,5+121,0(8); CVC-25: 195,9+£70.61(8); CVC-50:
1304+32,89(8)].

Na dose de 25 mg/kg, carvacrol diminuiu os niveis de GLU comparados ao grupo
controle:  [Controle:  621,9+208.1(8); CVC-25: 36,01£12.348); CVC-50:

409,2+21,28(8)] (FIGURA 10).
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Figura 10 Niveis de aminoacidos e seus metabdlitos metabolitos apds pré-tratamento com carvacrol nas
doses de 25 ¢ 50 mg/Kg em corpo estriado de camundongos. CVC -25 (carvacrol 25 mk/Kg); CVC-50
(carvacrol 50 mg/Kg; ASP (aspatato); GLU (glutamato); TAU (taurina); GABA (4acido gama-amino-
butirico) e GLI (glicina). “***p<0,05 ANOVA, seguido por Student-Newman-Keuls como teste post-hoc.
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5.2 Efeitos antioxidantes do tratamento agudo com carvacrol no modelo de convulsdes
induzidas por pilocarpina.

As andlises para investiga¢do da atividade antioxidante das drogas em estudo
foram realizadas em homogenatos pré-frontais, hipocampais e estriais dos grupos
Controle (Tween 80, 3% em agua destilada, v.0), Carvacrol 25 mg/Kg (v.o.), Carvacrol

50 mg/Kg (v.0.) e Carvacrol 100 mg/Kg (v.0.).

5.2.1 Efeitos do tratamento com carvacrol sobre os niveis de MDA (malonildialdeido)
em homogenatos cerebrais submetidos a estresse oxidativo pelo teste da

convulsao induzida por pilocarpina.

Os animais foram pré-tratados com carvacrol nas doses de 25 e 50mg/Kg ou
com Tween 80, 3% em agua destilada uma hora antes de serem submetidos ao teste de
convulsdes induzida por pilocarpina. Apds a morte, o cérebro dos animais foi dissecado
e as areas cerebrais do cortex pré-frontal, hipocampo e corpo estriado foram utilizados
para andlise. Os animais tratados com carvacrol na dose de 25 e 50 mg/Kg tiveram uma
diminui¢do significativa nos niveis de MDA no cortex pré-frontal [Controle:
3487+259,6(8); CVC-25: 1086+234,7(8); CVC-50: 2207+75,31(8)], hipocampo [Controle:
3115+£573,5(8); CVC-25: 1009+81,84(8); CVC-50: 1620+168,7(8);] e corpo estriado
[Controle: 37714223,9(8); CVC-25: 952,2+45,57(8); CVC-50: 1631+224,1(8)] comparando
com o grupo controle (FIGURAS 11, 12 e 13).
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Figura 11 Efeito do carvacrol (CVC) sobre os niveis de MDA (malonildialdeido) em coértex pré-frontal
de animais submetido a convulsdo induzida por pilocarpina. O grafico mostra os niveis de MDA em
cortex pré-frontal de camundongos submetidos a convulsdo por pilocarpina e pré-tratados com veiculo ou
carvacrol nas doses de 25 e 50 mg/Kg. **p<0,01; ***p<0,1 ANOVA e Student Newman Keuls como

teste post hoc.
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Figura 12 Efeito do carvacrol (CVC) sobre os niveis de MDA (malonildialdeido) em corpo estriado de
animais submetido a convulsdo induzida por pilocarpina. O grafico mostra os niveis de MDA em corpo
estriado de camundongos submetidos a convulsdo por pilocarpina e pré-tratados com veiculo ou carvacrol
nas doses de 25 e 50 mg/Kg. ***p<0,1 ANOVA e Student Newman Keuls como teste post hoc.
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Figura 13 Efeito do carvacrol (CVC) sobre os niveis de MDA (malonildialdeido) em hipocampo de
animais submetido a convulsdo induzida por pilocarpina. O grafico mostra os niveis de MDA em
hipocampo de camundongos submetidos a convulsdo por pilocarpina e pré-tratados com veiculo ou

carvacrol nas doses de 25 e 50 mg/Kg. **p<0,01; ***p<0,1 ANOVA e Student Newman Keuls como
teste post hoc.
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5.2.2 Efeitos do tratamento com carvacrol sobre a concentragdo de nitrito/nitrato em
homogenatos cerebrais submetidos a estresse oxidativo pelo teste da convulsido

induzida por pilocarpina.

Os animais foram pré-tratados com carvacrol nas doses de 25 e 50mg/Kg ou
com Tween 80, 3% em 4gua destilada uma hora antes de serem submetidos ao teste de
convulsdes induzida por pilocarpina. Apds a morte, o cérebro dos animais foi dissecado
e as areas cerebrais do cortex pré-frontal, hipocampo e corpo estriado foram utilizados
para analise. Os animais tratados com carvacrol na dose de 25 mg/Kg apresentaram
alteracdo significativa na produgdo de nitrito/nitrato no corpo estriado [Controle:
176,7+£25,72(8); CVC-25: 48,53+6,533(8)] e hipocampo [Controle: 112+20,63(8);
CVC(C-25: 38,95+10,16(8)] comparando com o grupo controle. Os animais tratados com
carvacrol na dose de 50 mg/Kg tiveram um aumento significativo na producdo de
nitrito/nitrato no hipocampo [Controle: 1124+20,63(8) ; CVC-50: 43,22+10,36(8)]
comparando com o grupo controle (FIGURAS 14, 15 ¢ 16).
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Figura 14 Efeito do carvacrol (CVC) sobre a concentra¢do de nitrito/nitrato em cortex pré-frontal de
animais submetido a convulsdo induzida por pilocarpina. O grafico mostra os niveis de nitrito/nitrato em
cortex pré-frontal de camundongos submetidos a convulsdo por pilocarpina e pré-tratados com veiculo ou
carvacrol nas doses de 25 ¢ 50 mg/Kg. ANOVA e Student Newman Keuls como teste post hoc.
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Figura 15 Efeito do carvacrol (CVC) sobre a concentracdo de nitrito/nitrato em corpo estriado de

animais submetido a convulsao induzida por pilocarpina.

O grafico mostra os niveis de nitrito/nitrato em corpo estriado de camundongos submetidos a convulsdo

por pilocarpina e pré-tratados com veiculo ou carvacrol nas doses de 25 e 50 mg/Kg. **p<0,01 ANOVA e

Student Newman Keuls como teste post hoc.
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Figura 16 Efeito do carvacrol (CVC) sobre a concentraciao de nitrito/nitrato em hipocampo
de animais submetido a convulsdo induzida por pilocarpina. O grafico mostra os niveis de
nitrito/nitrato em hipocampo de camundongos submetidos a convulsdo por pilocarpina e pré-tratados com

veiculo ou carvacrol nas doses de 25 e 50 mg/Kg. **p<0,01 ANOVA e Student Newman Keuls como
teste post hoc.
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5.2.3 Efeitos do tratamento com carvacrol sobre a atividade da catalase em
homogenatos cerebrais submetidos a estresse oxidativo pelo teste da convulsao

induzida por pilocarpina

Os animais foram pré-tratados com carvacrol nas doses de 25 e 50mg/Kg
ou com Tween 80, 3% em agua destilada uma hora antes de serem submetidos ao teste
de convulsdes induzida por pilocarpina. Apds a morte, o cérebro dos animais foi
dissecado e as areas cerebrais do cortex pré-frontal, hipocampo e corpo estriado foram
utilizados para andlise. Os animais tratados com carvacrol na dose de 25 e 50 mg/Kg
tiveram uma diminui¢do significativa na produ¢do de catalase no hipocampo [Controle:
[Controle: 2145+152,6(8); CVC-25: 1276+271,7(8);  CVC-50: 1530+38,97(8)]
comparando com o grupo controle (FIGURAS 17, 18 e 19).
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Figura 17 Efeito do carvacrol (CVC) sobre a atividade da catalase em cortex pré-frontal de animais
submetido a convulsdo induzida por pilocarpina.

O grafico mostra os niveis de catalase em cortex pré-frontal de camundongos submetidos a convulséo por
pilocarpina e pré-tratados com veiculo ou carvacrol nas doses de 25 e 50 mg/Kg. ANOVA e Student

Newman Keuls como teste post hoc.
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Figura 18 Efeito do carvacrol (CVC) sobre a atividade da catalase em corpo estriado de animais
submetido a convulsdo induzida por pilocarpina. O grafico mostra os niveis de catalase em corpo
estriado de camundongos submetidos a convuls@o por pilocarpina e pré-tratados com veiculo ou carvacrol
nas doses de 25 e 50 mg/Kg. ANOVA e Student Newman Keuls como teste post hoc.
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Figura 19 Efeito do carvacrol (CVC) sobre a atividade da catalase em hipocampo de animais
submetido a convulsio induzida por pilocarpina. O grafico mostra os niveis de catalase em hipocampo
de camundongos submetidos a convulsdo por pilocarpina e pré-tratados com veiculo ou carvacrol nas

doses de 25 e 50 mg/Kg. *p<0,05 ANOVA e Student Newman Keuls como teste post hoc.
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5.2.4 Efeitos do tratamento com carvacrol sobre os niveis de glutationa reduzida (GSH)
em homogenatos cerebrais submetidos a estresse oxidativo pelo teste da convulsdo

induzida por pilocarpina.

As figuras 20, 21 e 22 mostram que o pré-tratamento com carvacrol na
dose de 50 mg/Kg foi capaz de alterar a quantidade de GSH nos animais submetidos ao
estresse tanto nas areas do hipocampo [Controle: 1643+143,8(8); CVC-25:
972,8£84,37(8); CVC-50: 3355+£517,8(8)] quanto no corpo estriado [Controle:
1784+611,3(8); CVC-25: 877,7+63,67(8); CVC-50: 3078+360(8)] em comparagdo ao
grupo controle comparando. O cortex pré-frontal ndo mostrou alteracao significativa em
comparagdo ao grupo controle. Os animais foram pré-tratados com carvacrol nas duas
doses ou com Tween 80, 3% em agua destilada uma hora antes de serem submetidos ao
teste de convulsdes induzida por pilocarpina. Apds a morte, o cérebro dos animais foi
dissecado e as areas cerebrais do cortex pré-frontal, hipocampo e corpo estriado foram

utilizados para analise.
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Figura 20 Efeito do carvacrol (CVC) sobre a quantidade de GSH em coértex pré-frontal de animais

submetido a convulsdo induzida por pilocarpina.

O grafico mostra os niveis de GSH em cortex pré-frontal de camundongos submetidos a convulsdo por
pilocarpina e pré-tratados com veiculo ou carvacrol nas doses de 25 e 50 mg/Kg. ANOVA e Student

Newman Keuls como teste post hoc.
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Figura 21 Efeito do carvacrol (CVC) sobre a quantidade de GSH em corpo estriado de animais

submetido a convulsdo induzida por pilocarpina.

O grafico mostra os niveis de GSH em corpo estriado de camundongos submetidos a convulsdo por
pilocarpina e pré-tratados com veiculo ou carvacrol nas doses de 25 e 50 mg/Kg. *p<0,05 ANOVA e

Student Newman Keuls como teste post hoc.
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Figura 22 Efeito do carvacrol (CVC) sobre a quantidade de GSH em hipocampo de animais submetido a

convulsdo induzida por pilocarpina.

O gréafico mostra os niveis de GSH em hipocampo de camundongos submetidos a convulsdo por

pilocarpina e pré-tratados com veiculo ou carvacrol nas doses de 25 e 50 mg/Kg. *p<0,05 ANOVA e

Student Newman Keuls como teste post hoc.
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5.2.4 Efeitos do tratamento com carvacrol sobre a quantidade de SOD em
homogenatos cerebrais submetidos a estresse oxidativo pelo teste da convulsao

induzida por pilocarpina.

As figuras 23, 24 e 25 mostram que o pré-tratamento com carvacrol nas
doses de 25 e 50 mg/Kg ndo altera a quantidade de SOD nos animais submetidos ao
estresse, comparando ao controle. Os animais foram pré-tratados com carvacrol nas
duas doses ou com Tween 80, 3% em 4gua destilada uma hora antes de serem
submetidos ao teste de convulsdes induzida por pilocarpina. Apds a morte, o cérebro
dos animais foi dissecado e as areas cerebrais do cortex pré-frontal, hipocampo e corpo

estriado foram utilizados para analise.
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Figura 23 Efeito do carvacrol (CVC) sobre a quantidade de SOD em coértex pré-frontal de animais

submetido a convulsdo induzida por pilocarpina.

O grafico mostra os niveis de SOD em cortex pré-frontal de camundongos submetidos a convulsdo por
pilocarpina e pré-tratados com veiculo ou carvacrol nas doses de 25 e 50 mg/Kg. ANOVA e Student

Newman Keuls como teste post hoc.
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Figura 24 Efeito do carvacrol (CVC) sobre a quantidade de SOD em corpo estriado de animais

submetido a convulsio induzida por pilocarpina.

O grafico mostra os niveis de SOD em corpo estriado de camundongos submetidos a convulsdo por
pilocarpina e pré-tratados com veiculo ou carvacrol nas doses de 25 e 50 mg/Kg. ANOVA e Student

Newman Keuls como teste post hoc.
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Figura 25 Efeito do carvacrol (CVC) sobre a quantidade de SOD em hipocampo de animais submetido a

convulsdo induzida por pilocarpina.

O gréafico mostra os niveis de SOD em hipocampo de camundongos submetidos a convulsdo por
pilocarpina e pré-tratados com veiculo ou carvacrol nas doses de 25 e 50 mg/Kg. ANOVA e Student

Newman Keuls como teste post hoc.



98

5.3 Atividade Antinociceptiva

5.3.1 Avaliacdo do potencial antinociceptivo do carvacrol no modelo de contorgdes

induzidas por 4cido acético.

A administracdo intraperitoneal de acido acético 0,6% nos animais tratados
previamente com veiculo (Tween 80, 3% em &4gua destilada, v.0.) produziu um alto
nimero de contor¢des abdominais [controle: 39,75+1,989 (8)]. O grupo de animais que
recebeu tratamento prévio com indometacina 10mg/Kg, v.o., droga antiinflamatdria
ndo-esterdide, usada como padrdo positivo, demonstrou uma diminui¢do significativa
do numero de contor¢des abdominais [IND-10: 12,08+1,323 (10)]. A administragdo oral
de carvacrol nas doses de 50 e 100 mg/Kg diminuiu significativamente o niumero de
contor¢des abdominais [CVC-50: 23+1,165 (8); CVC-100: 18,50+2,318 (7)], porém, o
tratamento oral de carvacrol nas doses de 12,5 e 25 mg/ Kg ndo apresentou alteragdo no

nimero de contor¢des abdominais em comparacao com o grupo controle (FIGURA 26).
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Figura 26 Efeito do carvacrol (CVC) sobre o niimero de contor¢des abdominais induzidas por acido
acético em camundongos. O grafico mostra o nimero de contor¢des induzidas por acido acético em
grupos de camundongos tratados com veiculo, carvacrol (12,5; 25; 50 ¢ 100 mg/Kg) e indometacina (10
mg/Kg) 60 min antes de receberem uma injecdo intraperitoneal de acido acético 0,6%. O numero de
contorgdes foi contado decorrido 10 min da administragdo de acido acético, durante 20 min. ***p<0.001

ANOVA and Student Newman Keuls como teste post hoc.
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5.3.2 Avaliacdo do potencial antinociceptivo do carvacrol no modelo de nocicepgao

térmica na placa quente.

Os grupos de animais tratados com veiculo (Tween 80, 3% em agua destilada,
v.0.) ndo tiveram diferencas entre si quanto ao tempo de laténcia para exibir
comportamento nociceptivo nos tempos em que foram observados. O tratamento com
carvacrol nas doses de 50 e 100 mg/Kg aumentou o tempo de laténcia para exibir
comportamento nociceptivo no tempo de 60 min [controle: 6.278+1.315(9); CVC-50:
13.00+2.258(10); CVC-100: 12.06+1.278(9)]. A morfina na dose de 7,5 mg/Kg, que foi
utilizada como padrido positivo, aumentou significativamente o tempo de reagdo na
placa quente em todos os tempos observados: [0 min: 20.30+1.169(10); 30min:

30.01+4.220(10; 60min: 19.404+2.267(10); 90min: 25.70+3.358(8); 120min: 28.01+2.545(10)].

Os resultados podem ser vistos na Figura 27 e Tabela 1.
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Figura 27 Efeito do carvacrol (CVC) sobre o tempo de laténcia de resposta ao estimulo da placa quente.

Os valores representam a média + E.P.M. do tempo necessario para os animais exibirem respostas frente
ao estimulo térmico, registrados antes (tempo 0) e nos tempos 30, 60, 90 ¢ 120 min apds os tratamentos
com CVC, nas doses de 50 e 100 mg/Kg, v.0., veiculo (Tween 80, 3% em agua destilada v.0.) ou Morfina
7,5 mg/Kg, i.p. A resposta consiste em saltar ou lamber a pata traseira apds serem postos n aplaca

aquecida (51 £ 0,5 °C). *p<0,5 ; ***p<0.001 ANOVA and Student Newman Keuls como teste post hoc.
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Tabela 3 Efeito do carvacrol (CVC) sobre o tempo de laténcia de resposta ao estimulo da placa quente

Tempo de Resposta ao Estimulo (s)

Grupo 0 min 30 min 60 min 90 min 120 min
Controle 9,078+1,722 (9) 9,578+1,659(9) 6,278+1,315(9) 7,289+1,243(9) 6,700+1,097(9)
CVC-50 11,23+1,276 (10) 17,2143,448(10) 13,00+2,258(10)° 9,340+1,274(10) 9,980+1,613(10)
CVC-100 8,170+1,412 (10) 18,40+3,727(10) 12,06+1,278(9)" 7,600+2,315(10) 6,760+0,7267(10)

MORP-7.5  20,30+1,169(10)***  30,01+4,220(10)"  19,40+2,267(10)""  25,70+3,358(8)"" 28, 01+2,545(10)

Os valores representam a média = E.P.M. do tempo necessario para os animais exibirem respostas frente ao estimulo térmico,
registrados antes (tempo 0) e nos tempos 30, 60, 90 e 120 min apds os tratamentos com CVC, nas doses de 50 e 100 mg/Kg, v.o.,
veiculo (Tween 80, 3% em agua destilada v.0.) ou Morfina 7,5 mg/Kg, i.p. A resposta consiste em saltar ou lamber a pata traseira

apos serem postos n aplaca aquecida (51 £ 0,5 °C). *p<0,5 ; ***p<0.001 ANOVA e Student Newman Keuls como teste post hoc.



103

5.3.3 Avaliacdo do potencial antinociceptivo do carvacrol no modelo de nocicepgao

induzida pela formalina.

Grupos de animais pré-tratados com carvacrol na dose de 100 mg/Kg e morfina
(7,5 mg/Kg) apresentaram uma redugao significativa no tempo de lambedura da pata na
primeira fase do teste (0-5Smin) [controle: 53.534+2.661 (10); CVC-100: 37.11£3.307
(10); MORF-7.5 mg/kg: 2.000 £ 0.8660 (8)] em comparacdo ao grupo tratado com
veiculo (Tween 80, 3% em 4gua destilada) (FIGURA 26). Um comportamento
semelhante foi observado na segunda fase do teste (20-25 min), onde grupos tratados
com carvacrol 100 mg/Kg e morfina (7,5 mg/Kg) também apresentaram uma reduc¢do
significativa no tempo de lambedura em compara¢do ao grupo controle [controle:
21.88+3.641 (10); CVC-100: 0.7207+0.5415 (10); MORF-7.5 mg/kg: 2.000+ 0.8660
(8)] (FIGURA 28).

Animais pré-tratados com carvacrol na dose de 50 mg/Kg diminuiram
significativamente o tempo de lambedura da pata apenas na segunda fase do teste

[CVC-50: 1.381+0.8284 (10)] em comparacao ao grupo controle (FIGURA 29).
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Figura 28 Efeito do carvacrol (CVC) sobre o tempo de lambedura da pata direita traseira no modelo de

nocicepgdo induzida pela formalina em camundongos, na primeira fase do teste.

Os valores do grafico representam a médiat E.P.M do tempo de lambedura da pata traseira apos
aplica¢@o de formalina 1%. Os animais foram previamente tratados com CVC nas doses de 50 e 100
mg/Kg , v.o. ou veiculo (Tween 80, 3% em agua destilada, v.0.) 60 min antes de receberem injegéo
intraplantar de formalina 1%. Um grupo recebeu morfin 7,5 mg/Kg, i.p. 30 min antes da injegdo de
formalina 1%. O tempo de lambedura foi registrado no intervalo de 0-5 min apds a aplicacdo de

formalina. **p<0.01; ***p<0.001 ANOVA e Student Newman Keuls como teste post hoc.
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Figura 29 Efeito do carvacrol (CVC) sobre o tempo de lambedura da pata direita traseira no

modelo de nocicep¢io induzida pela formalina em camundongos, na segunda fase do teste.

Os valores do grafico representam a médiat E.P.M do tempo de lambedura da pata traseira apos
aplica¢@o de formalina 1%. Os animais foram previamente tratados com CVC nas doses de 50 e 100
mg/Kg , v.o. ou veiculo (Tween 80, 3% em agua destilada, v.0.) 60 min antes de receberem injegdo
intraplantar de formalina 1%. Um grupo recebeu morfin 7,5 mg/Kg, i.p. 30 min antes da injegdo de
formalina 1%. O tempo de lambedura foi registrado no intervalo de 20-25 min apds a aplicagdo de

formalina. ***p<0.001 ANOVA e Student Newman Keuls como teste post hoc.
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5.3.4 Investigacdo do possivel mecanismo nociceptivo do carvacrol no modelo de

contor¢des induzidas por acido acético.

Visto que a dose de 100 mg/Kg foi a dose que apresentou melhor potencial

antinociceptivo, o experimento seguinte foi realizado utilizando esta dose.

Fig. 30 mostra que o pré-tratamento dos animais com naloxona (1 mg/Kg) e L-
arginina (150 mg/Kg) ndo foi capaz de reverter o efeito antinociceptivo promovido pelo
carvacrol na dose de 100 mg/Kg em comparagdo ao grupo controle [controle: 27.73 +
2.566 (10); CVC-100: 15.32 + 2.474 (10); CVC+L-ARG: 8.500 + 2.847 (8);
CVC+NAL: 14.13 £ 1.894 (8)].



107

0 401

[«}]

0

et

o 30+

]

c

3

[+}] 207 ** *k
T e -_1—
o | b BEEEE

s 111 ] B ol

£

3 - W [

c 0 ol Rt )

Controle 100 L-ARG-150 NAL-1

CcvC

Figura 30 Efeito do carvacrol (CVC) sobre o niimero de contor¢cdes abdominais induzidas por acido
acético em camundongos apos o pré-tratamento com naloxona (1 mg//Kg) e L-arginina (150

mg/Kg).

O grafico mostra o nimero de contor¢des induzidas por acido acético em grupos de camundongos
tratados com veiculo, carvacrol (100 mg/Kg) ou o tratamento associado de carvacrol e L-arginina (L-
ARG; 150 mg/Kg) ou naloxona (NAL; 1 mg/Kg). Carvacrol foi administrado 60 min antes da injecdo
intraperitoneal de acido acético 0,6%. Quando associado, os animais receberam carvacrol (100 mg/Kg) 30
min apds o tratamento com L-ARG (150 mg/Kg) ou NAL (1 mg/Kg). O niimero de contor¢des foi
contado decorrido 10 min da administragdo de acido acético, durante 20 min. **p<0,01; ***p<.0,001

ANOVA and Student Newman Keuls como teste post hoc.
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5.3.5 Investigacdo do possivel mecanismo nociceptivo do carvacrol no modelo de

nocicepc¢ao induzidas por formalina em camundongos.

Neste caso também foi utilizado carvacrol na dose de 100 mg/Kg pelo mesmo

motivo ja citado anteriormente.

Fig. 31 e 32 mostram que o pré-tratamento dos animais com naloxona (1 mg/Kg)
e L-arginina (150 mg/Kg) ndo foi capaz de reverter o efeito antinociceptivo promovido
pelo carvacrol na dose de 100 mg/Kg, em comparagcdo ao grupo controle, tanto na
primeira fase [controle: 80,47 + 7,169 (10) ; CVC-100: 42,61 + 4,418 (10); CVC+L-
ARG: 49,39 + 10,78 (8); CVC+NAL: 35,49 + 4,914 (8)] quanto na segunda fase do
teste fase [controle: 15,70 + 2,317 (10) ; CVC-100: 0,1931 + 0,1931 (10); CVC+L-
ARG: 0,2575 + 0,2575 (8); CVC+NAL: 35,49 + 4,914 (8)].



(@)

100+

80+

60+

Tempo de lambedura (s)

Primeira Fase

*kk

*k%k

Con.trole

100 L-ARG-150

NAL-1

cvcC

109

Figura 31 Efeito do carvacrol (CVC) sobre o tempo de lambedura da pata direita traseira no

modelo de nocicepc¢io induzida pela formalina em camundongos, na primeira fase do teste apods o

pré-tratamento com naloxona (1 mg/Kg) e L-arginina (150 mg/Kg). Os valores do grafico

representam a média+ E.P.M do tempo de lambedura da pata traseira ap6s aplicagdo de formalina 1%. Os

animais foram previamente tratados com CVC na dose de 100 mg/Kg , v.o0. ou veiculo (Tween 80, 3% em

agua destilada, v.0.) 60 min antes de receberem inje¢do intraplantar de formalina 1%. Quando associado,

os animais receberam carvacrol (100 mg/Kg) 30 min apds o tratamento com L-ARG (150 mg/Kg) ou

NAL (1 mg/Kg). O tempo de lambedura foi registrado no intervalo de 0-5 min apds a aplicagdo de

formalina. **p<0.01; ***p<0.001 ANOVA e Student Newman Keuls como teste post hoc.
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Figura 32 Efeito do carvacrol (CVC) sobre o tempo de lambedura da pata direita traseira no
modelo de nocicep¢ao induzida pela formalina em camundongos, na segunda fase do teste apos o
pré-tratamento com naloxona (1 mg/Kg) e L-arginina (150 mg/Kg). Os valores do grafico
representam a média+ E.P.M do tempo de lambedura da pata traseira ap6s aplicagdo de formalina 1%. Os
animais foram previamente tratados com CVC na dose de 100 mg/Kg , v.0. ou veiculo (Tween 80, 3% em
agua destilada, v.0.) 60 min antes de receberem inje¢do intraplantar de formalina 1%. Quando associado,
os animais receberam carvacrol (100 mg/Kg) 30 min apds o tratamento com L-ARG (150 mg/Kg) ou
NAL (1 mg/Kg). O tempo de lambedura foi registrado no intervalo de 20-25 min apds a aplicagdo de
formalina. ***p<0.001 ANOVA e Student Newman Keuls como teste post hoc.
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5.3.6 Avaliagdo da Atividade Locomotora ¢ Relaxante Muscular

5.3.6.1 Teste do Campo Aberto

A atividade locomotora espontanea (ALE), rearing e grooming foram os
parametros analisados e os resultados foram expressos como niimero de cruzamentos,
de rearing e de grooming. Carvacrol na dose de 100 mg/Kg administrado por via oral
ndo alterou a atividade locomotora comparando com o controle, enquanto o diazepam 2
mg/Kg, i.p., usado como droga padrdo, reduziu a atividade locomotora em relagdo ao
controle (FIGURA 33) [controle: 44,71 + 3,998 (7); CVC-100: 37 + 5,487 (8); DZP-2:
27,14 £ 1,280 (7)].

O tratamento com carvacrol 100 mg/Kg ndo alterou o numero de rearing
(FIGURA 34), comparado com o controle. O diazepam 2 mg/Kg, usado como droga
padrdo, reduziu o rearing em relagdo ao controle [controle: 4,375 + 0,6797 (7); CVC-
100: 4,875 + 0,8952 (8); DZP-2: 2,125 + 0,5154 (7)].

O grooming (FIGURA 35) teve uma diminuicdo significativa com o uso do
carvacrol na dose de 100 mg/Kg em relagdo ao controle. O diazepam 2mg/Kg, i.p.,

usado como droga padrado, reduziu o grooming em relagdo ao controle [controle: 2,250

+ 0,25 (7); CVC-100: 1,125 + 0,125 (8); DZP-2: 0,9 + 0,2769 (7)].
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Figura 33 Efeito do carvacrol (CVC) e diazepam (DZP) sobre a atividade locomotora espontinea no teste do
campo aberto em camundongos. Os animais foram previamente tratados com CVC na dose de 100 mg/Kg , v.o.
ou veiculo (Tween 80, 3% em agua destilada, v.0.) 60 min antes de serem observados por 5 min no teste do campo
aberto. O grupo padrdo positivo foi tratado com diazempam 2 mg/Kg, i.p. ¢ submetido ao experimento 30 min

depois do tratamento. *p<0,05 ANOVA e Student Newman Keuls como teste post hoc.



113

8-
(o))
S
S 6 _
()
& T
Q 4-
T
(o) *
==
S
P4
0 : T
Controle 2
CcvC DZP

Figura 34 Efeito do carvacrol (CVC) e diazepam (DZP) sobre o niimero de rearing no teste do campo
aberto em camundongos. Os animais foram previamente tratados com CVC na dose de 100 mg/Kg , v.o. ou
veiculo (Tween 80, 3% em agua destilada, v.0.) 60 min antes de serem observados por 5 min no teste do campo
aberto. O grupo padrio positivo foi tratado com diazempam 2 mg/Kg, i.p. e submetido ao experimento 30 min

depois do tratamento. *p<0,05 ANOVA e Student Newman Keuls como teste post hoc.
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Figura 35 Efeito do carvacrol (CVC) e diazepam (DZP) sobre o niimero de grooming no teste do
campo aberto em camundongos. Os animais foram previamente tratados com CVC na dose de 100 mg/Kg ,
v.0. ou veiculo (Tween 80, 3% em agua destilada, v.0.) 60 min antes de serem observados por 5 min no teste do
campo aberto. O grupo padrio positivo foi tratado com diazempam 2 mg/Kg, i.p. e submetido ao experimento

30 min depois do tratamento. **p<0,01 ANOVA e Student Newman Keuls como teste post hoc.
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5.3.6.2 Teste do Rota Rod

Neste teste, o parametro analisado ¢ o tempo de permanéncia na barra durante o

periodo de 2 min nas rotag¢ao de 5,15 e 40 rpm.

Carvacrol 100 mg/Kg, v.o. nas respectivas rotagdes ndo alterou o tempo de
permanéncia na barra em comparacdo ao grupo controle. O diazepam 2 mg/Kg, i.p. foi
usado como padrdo positivo e diminuiu significativamente o tempo de permanéncia na
barra nas trés rotacdes estudadas em comparagdo ao grupo controle [5 rpm: controle:
119,2 £ 0,3329 (8); CVC-100: 119,3+ 0,5261 (8); DZP-2: 97 + 5,041 (8)]; [15 rpm:
controle: 116,8 £ 0,9086 (8); CVC-100: 113,6 £ 2,519 (8); DZP-2: 93 + 4,166 (8)];
[40 rpm: controle: 81,89 + 4,120 (8); CVC-100: 72,3 + 4,637 (8); DZP-2: 66 + 1,390
(8)] (Figuras 36, 37 e 38).
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Figura 36 Efeito do carvacrol (CVC) e diazepam (DZP) sobre o tempo de permanéncia na barra giratdria, na

velocidade de 5 rpm, no teste do rota rod em camundongos.

Os animais foram previamente tratados com CVC na dose de 100 mg/Kg , v.o. ou veiculo (Tween 80, 3% em
agua destilada, v.0.) 60 min antes de serem observados por 2 min no teste do Rofa Rod. O grupo padrdo positivo
foi tratado com diazempam 2 mg/Kg, i.p. e submetido ao experimento 30 min depois do tratamento. ***p<0,001

ANOVA e Student Newman Keuls como teste post hoc.
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Figura 37 Efeito do carvacrol (CVC) e diazepam (DZP) sobre o tempo de permanéncia na barra giratoria, na

velocidade de 15 rpm, no teste do rota rod em camundongos.

Os animais foram previamente tratados com CVC na dose de 100 mg/Kg , v.o. ou veiculo (Tween 80, 3% em
agua destilada, v.0.) 60 min antes de serem observados por 2 min no teste do Rofa Rod. O grupo padrdo positivo
foi tratado com diazempam 2 mg/Kg, i.p. e submetido ao experimento 30 min depois do tratamento. ***p<0,001

ANOVA e Student Newman Keuls como teste post hoc.
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Figura 38 Efeito do carvacrol (CVC) e diazepam (DZP) sobre o tempo de permanéncia na barra giratoria,
na velocidade de 40 rpm, no teste do rota rod em camundongos. Os animais foram previamente tratados com
CVC na dose de 100 mg/Kg , v.o. ou veiculo (Tween 80, 3% em agua destilada, v.0.) 60 min antes de serem
observados por 2 min no teste do Rota Rod. O grupo padrio positivo foi tratado com diazempam 2 mg/Kg, i.p. e
submetido ao experimento 30 min depois do tratamento. *p<0,05 ANOVA e Student Newman Keuls como teste

post hoc.
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5.4 Avaliagdo da Toxicologia Aguda do carvacrol

5.4.1 Avaliagdo comportamental

De acordo com o protocolo OECD-423/2001, para a avaliacdo da toxicidade
aguda do carvacrol um grupo de animais foi tratado com solu¢do de 4dgua e tween 80
(grupo controle) e outro grupo foi tratado com a dose de 2000 mg/Kg. Cada grupo era

composto por trés animais (n=3).

Uma hora ap6s a administra¢do oral, os camundongos foram observados por 5
min na caixa acrilica do Campo Aberto. Depois, os animais foram observados por 6
horas seguidas. Foram observadas alteragdes como letargia, taquicardia e piloereg¢do no
grupo tratado com carvacrol na dose de 2000 mg/Kg. No segundo dia, o animal de
nimero 3 veio a 0bito. Nos demais dias, os animais 1 e 2 ndo apresentaram alteragdes,
se mantendo em estado de alerta. Eles foram mantidos com livre oferta de agua e

comida e ndo apresentaram perda de peso nem alteragdes nas fezes.

Nos outros dias em que os camundongos foram observados, eles ndo

apresentaram alteragdes comportamentais nem perda de peso ou alteragcdes nas fezes.

(TABELAS 4, 5, 6 ¢ 7).

Tabela 4 Grupo controle, animais tratados com agua e tween 80 no teste do Campo Aberto no 1° dia das

administragoes.

Animal ALE Grooming Rearing Fezes Observacoes
1 (32gr) 20 1 15 1 -
2(31gr) 08 2 7 1 -

3 (30gr) 25 1 8 2 ;
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Tabela 5 Grupo controle, animais tratados com agua e tween 80 no teste do Campo Aberto no 140 dia

das administragdes.

Animal ALE
1 (36gr) 28
2(32¢gr) 22
3(34gr) 32

Grooming Rearing Fezes Observacoes
1 10 - -
- 13 - -
2 10 3 -

Tabela 6 Efeito do carvacrol na dose de 2000 mg/Kg no teste do Campo Aberto no 1° dia das

administragdes de carvacrol.

Animal ALE Grooming Rearing Fezes  Observacoes apos a 1°. hora
1 (35¢gr) 29 1 6 2 Letargia

2(32gr) 15 1 4 1 Letargia e taquicardia

3 (34gr) 11 3 - 1 Letargia, tremores e piloerecio

Tabela 7 Efeito do carvacrol

administragdes de carvacrol.

Animal ALE
1 (36gr) 37
2 (34gr) 23

na dose de 2000 mg/Kg no teste do Campo Aberto no 14° dia das

Grooming Rearing Fezes Observacoes
1 08 1 -
2 10 1 -

No 14°. dia, os animais foram sacrificados. Foram removido o cérebro, rim e

figado para andlise histologica. A preparagdo foi da seguinte forma: os 6rgaos inteiros
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foram mergulhados no formol por 24hs e, apds retirados, foram lavados com soro
fisiologico e mergulhados em alcool 70% por mais 24hs para entdo serem realizados os
cortes, sendo os fragmentos colocados em recipientes independentes do tipo K7,
identificados e armazenados em frascos mergulhados em alcool 70%. As ldminas foram

confeccionadas em cortes em parafina pelo método hematoxilina-eosina (HE).

Como ocorreu a morte de 1 animal com a dose de 2000 mg/Kg, o protocolo
OECD (no. 423) recomenda repetir o experimento com a dose de 300mg/Kg. Os
animais foram observados da mesma forma que os grupos anteriores, ndo apresentaram

alteracdes, nem perda de peso e todos sobreviveram até o 14° dia (TABELAS 8§ ¢ 9).

No 14°. dia, foi realizado o mesmo procedimento para preparo dos orgdos do

grupo de animais da dose anterior.

Tabela 8 Efeito do carvacrol na dose de 300 mg/Kg no teste do Campo Aberto no 1° dia das

administragdes de carvacrol.

Observacoes
Animal ALE Grooming Rearing  Fezes
Apos a 1°. hora
1 (34gr) 54 1 19 - agitacido
2 (31gr) 34 1 5 -
3 (31gr) 17 1 2 - Piloerecao

Tabela 9 Efeito do carvacrol na dose de 300 mg/Kg no teste do Campo Aberto no 140 dia das

administragdes de carvacrol.

Animal ALE Grooming Rearing Fezes Observacoes
1 (38 gr) 45 1 18 3 Agitacao
2 (34 ¢gr) 19 1 4 4

333 gr) 17 5 11 -
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Avaliacao histologica

Com o intuito de averiguar possiveis danos aos 6rgdos internos, foi realizada
analise histoldgica nos 6rgaos dos animais. No ultimo dia de estudo (14° dia) os animais
foram sacrificados e seus 6rgaos (figado, cérebro e rins) foram retirados para analise

histologica.

Nas preparagdes das laminas com os tecidos dos respectivos 6rgaos estudados
(figado, cérebro e rins) ndo houve alteracdes, nem sinais de processo inflamatorio ou

alteracdes na ultraestrutura dos 6rgaos analisados microscopicamente (Figura 39).

Figura 39 Analise histologica dos seguintes Orgdos respectivamente: rim, cérebro e figado em ratos na
dose de 300 mg/Kg e 2000 mg/Kg no 14 ° dia ap6s término da avaliagdo para toxicidade (aumento de
10X). 1A, 2A e 3A (controle), 1B, 2B e 3B (300 mg/Kg), 1C, 2C e 3C (2000 mg/Kg).
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DISCUSSAO
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6 DISCUSSAO

Carvacrol (5-isopropil-2-metil-fenol) ¢ um monoterpeno fenolico presente nos
6leos essenciais de diversas plantas, sendo o principal constituinte dos 6leos essenciais
de thyme e orégano (KOPARAL; ZEYTINOGLU, 2005). Estudos anteriores sugerem
que alguns monoterpenos apresentam atividades no sistema nervoso central, tais como
atividades ansioliticas, antidepressivas e psicoestimulantes (UMEZU; MORITA 2003;
MELO et al., 2006; SILVA et al., 2007; SOUSA et al., 2008).

O estresse ¢ considerado como um fator importante no desenvolvimento de
transtornos do sistema nervoso central, tais como depressdo. Estudos tém demonstrado

que experiéncias estressantes aumentam a vulnerabilidade a esta desordem.

(KAROLEWICZ; PAUL, 2001; HENNINGSEN et al., 2009).

Recentemente, foi publicado um trabalho analisando os efeitos antidepressivos
apos a administracdo oral de carvacrol, em modelos animais de depressdo em
camundongos (MELO et al, 2011). Os resultados mostraram que o carvacrol apresenta
atividade antidepressiva e que essa atividade parece estar envolvida com o sistema

dopaminérgico, possivelmente pela ativagdo dos receptores D; e D».

J& se sabe que a dopamina ¢ um neurotransmissor importante para o movimento
e cognicdo. A dopamina também atua na area estriatal que subjaz a atividade motora,
motivacdo ¢ tomada de decisdes (OAK et al 2000, ZHANG; SULZER, 2012). A
pesquisa tedrica sobre o papel da dopamina na depressdo ¢ em grande parte ofuscada
pela pesquisa do papel da noradrenalina e a serotonina na depressdo. Descobertas
recentes revelaram a importancia da dopamina na fisiopatologia da depressdo e existe
uma idéia emergente de que a maioria dos pacientes deprimidos tratados com os
inibidores da recaptacdo da serotonina e inibidores seletivos da recaptacao de serotonina

/ noradrenalina ndo atingem remissdo (DUNLOP; NEMEROFF, 2007).

Com o objetivo de esclarecer o mecanismo de acdo do carvacrol na depressao,

foi feita a analise dos niveis de monoaminas e seus metabolitos em corpo estriado de
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camundongos pré-tratados com carvacrol nas doses de 25 ¢ 50 mg/Kg. Foi utilizada a

técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).

Como esperado, os niveis de dopamina aumentaram significativamente apos o
tratamento agudo de carvacrol nas doses de 25 e 50 mg/Kg em camundongos. Os niveis
de DOPAC, um metabolito da dopamina, aumentaram em ambas as doses e HVA, um
outro metabolito da dopamina, também apresentou um aumento, porém apenas na dose
de 50 mg/Kg. Nenhum dos aumentos doa metabdlitos foram significativos em

comparagao ao grupo controle.

O neurotransmissor serotonina atua através de multiplos receptores e media uma
grande variedade de fungdes em vertebrados (TIERNEY, 2001). A serotonina tem um
importante papel na regulagdo de processos emotivos, ligados a mecanismos de
recompensa ¢ também relacionados ao processo de alimentacio (HAYES;
GREENSHAW, 2011). Os resultados do presente trabalho demonstraram um aumento
nos niveis de serotonina em ambas as doses, mas esse aumento nao foi significante em

comparagao ao grupo controle.

Estes resultados corroboram com estudos prévios em modelos animais de
depressdo, onde o SCH23390 e sulpirida (antagonistas D, e D,), mas ndo o PCPA (um
inibidor da enzima triptofano-hidroxilase), ou a ioimbina e prazosina (antagonistas a-1 e
a-2 adrenérgicos) foram capazes de reverter a atividade antidepressiva do carvacrol em

modelo de nado forcado em camundongos (MELO et al, 2011).

Melo e colaboradores (2009) publicaram um trabalho em que camundongos
receberam doses orais de carvacrol antes de serem submetidos a modelos de ansiedade
tais como o plus maze elevado. Os resultados mostraram que o carvacrol apresenta um
efeito ansiolitico que ¢ revertido pelo pré-tratamento com flumazenil, um antagonista

dos receptores GABAA,.

Com o intuito de esclarecer o mecanismo de acdo central do carvacrol, foram
dosados os niveis de aminodcidos apds a administracdo oral de carvacrol em

camundongos nas doses de 25 e 50 mg/Kg utilizando HPLC. Os resultados mostraram



126

um aumento significativo dos niveis de GABA ap0s o tratamento agudo de carvacrol na

dose de 50 mg/Kg.

O é4cido y-aminobutirico (GABA) € o principal neutotransmissor inibitério no
sistema nervoso central (SNC) dos mamiferos (PATEL et al, 2001). Alteracdes no
sistema gabaérgico tem sido associadas com a fisiopatologia dos distirbios de
ansiedade. Ja se sabe que pacientes com distirbios de ansiedade apresentam uma
reducdo na ligacdo de benzodiazepinicos em variadas regides do cérebro (LYDIART,
2003). Portanto, esse resultado reforca a teoria de que o carvacrol é um agente

ansiolitico que age via receptor GABA,.

Glutamato (GLU) é um aminoacido excitatorio que age como o principal
mediador excitatério no sistema nervoso central de mamiferos. Este neurotransmissor é
conhecido por exercer suas atividades via receptores especificos, incluindo subclasses
ionotrépicas e metabotropicas (NMDA, ndo-NMDA e mGluR, respectivamente)
(SAMUEL et al, 1996). Os resultados apontaram para uma diminui¢do dos niveis de
GLU em corpo estriado de camundongos apenas ap6s a administracao oral de carvacrol

na dose de 25 mg/Kg.

Estudos anteriores demonstraram que em pedagos de tecido estriatal e em ratos
em movimentacdo livre, DA e agonistas D;, mas ndo os agonistas D,, aumentam os
niveis de NMDA, enquanto o antagonista D; SCH23390 inibe as respostas induzidas
por NMDA (AGNOLI; CARLI, 2011). Alguns estudos in vitro mostraram que 0s
agonistas glutamatérgicos aumentam a liberagio de [’H] DA em sinaptossomos

estriatais (SITGES et al, 2000).

Taurina (TAU) ¢ um dos aminoacidos mais abundantes em mamiferos e tem
mostrado estar envolvido em muitas funcdes fisiologicas importantes. Foi demonstrado
que a taurina atua na manuten¢do da integridade estrutural da membrana, regulando a
ligagdo e o transporte de calcio, como um neuromodulador, um neurotransmissor, um
antioxidante em situacdes de estresse € um neuroprotetor contra neurotoxicidade
induzida por glutamato. Na presenca de taurina, o aumento de [Ca2+]i induzida pelo

glutamato ¢ acentuadamente reduzida (WU, 2010).
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A taurina tem mostrado desempenhar um papel importante na manutencdao da
homeostase cerebral. Numa série de estudos, a TAU tem agido como ativador de
receptores de glicina, a concentracdes moderadas, € como um agonista fraco nos

receptores GABAA (PEREIRA et al, 2009).

Os nossos resultados mostraram que o carvacrol, na dose de 50 mg / Kg
aumentou os niveis de taurina no corpo estriado de camundongos, em relagdo ao grupo

controle.

A glicina (GLI) é um dos principais neurotransmissores inibitdrios nas zonas
posteriores do sistema nervoso central dos vertebrados (ARAGON; LOPEZ-
CORCUERA, 2003). Como um neurotransmissor inibitdrio clédssico, a glicina € tnica,
pois pode atuar como um agonista de ambos os GliRs inibitdrios e o receptor excitatdrio
NMDA (NMDARs) (XU; GONG, 2010). Carvacrol, na dose de 50 mg / Kg aumentou

os niveis de glicina no corpo estriado de camundongos, em relacdo ao grupo controle.

Aspartato (ASP) é um aminodcido excitatério liberado juntamente com o
glutamato pelo Schaffer Collateral Pathway (SC) e giro dentado. Essa liberagdo é Ca**
dependente e parece servir como um co-transmissor através de sua atividade seletiva em

receptores NMDA (WANG; NADLER, 2007).

Aspartato e glutamato existem em atipicas altas concentracdes em regides
cerebrais que sdo criticas para a mediacao de atividades cognitivas, tais como o cortex
cerebral, giro dentado, hipocampo e estriato (PARK et al, 2000). Além disso,
preparacdes de hipocampo sdo conhecidas por liberar aspartato juntamente com os

aminodcidos glutamato e GABA (WANG; NADLER, 2007).
Os nossos resultados mostraram que a dose mais elevada de carvacrol (50
mg / Kg) foi capaz de aumentar os niveis de ASP no corpo estriado de camundongos,

em relacdo ao grupo controle.

Este estudo demonstrou, pela primeira vez, os efeitos de carvacrol sobre as
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monoaminas € os niveis de aminoacidos, no estriado. Em conclusdo, nossos resultados
sugerem que carvacrol, na dose de 50 mg / Kg estimula a liberagdo dos aminoacidos
endogenos ASP, TAU, GABA e GLI. Além disso, os niveis de glutamato foram
diminuidos com a dose de 25 mg / Kg. Em doses de 25 e¢ 50 mg / Kg, o carvacrol

estimula a libertacdo da monoamina dopamina.

Estes resultados sd3o consistentes com a hipdtese de que a atividade
antidepressiva e ansiolitica do carvacrol sdo dependentes de um aumento nos niveis de

dopamina e de GABA no SNC, respectivamente.

A convulsdo induzida por pilocarpina ¢ um modelo experimental largamente
utilizado para provocar epilepsia do lobo temporal, que ¢ a mais comum forma de
epilepsia encontrada clinicamente. Nesse modelo, largas doses de pilocarpina, um
agente convulsivo colinomimético, sdo utilizadas para produzir crises espontaneas
recorrentes em roedores, e ¢ caracterizado por uma injuria neuronal semelhante a
encontrada em humanos que apresentam epilepsia no lobo temporal. As convulsdes
induzidas por pilocarpina sdo particularmente resistentes a terapia com agentes

antiepilépticos, de uma forma semelhante a epilepsia do lobo temporal.

Entre as regides do cérebro, o hipocampo ¢ especialmente susceptivel a
convulsdes induzidas por pilocarpina. Observou-se uma forte correlagdo entre
convulsdes induzidas por pilocarpina e danos cerebrais decorrentes de estresse

oxidativo.

Estudos prévios reportaram efeitos neuroprotetores de alguns compostos
antioxidantes em animais submetidos & convulsdo induzida por pilocarpina. Alguns

desses compostos sdo acido lipdico, alfa-tocoferol e acido ascorbico (AHMED, 2014).

Foi proposta a hipdtese de que anormalidades em certos compostos lipidicos
podem desempenhar um papel significativo na depressio (HORROBIN, 1990).
Alteragdes em fosfolipidios e colesterol, que sdo componentes estruturais da membrana

celular cerebral, podem induzir mudangas nas microviscosidade das membranas e,



129

consequentemente, em varios sistemas neurotransmissores, aos quais estao relacionados

a patologia da depressdo (BILICI et al, 2001).

Niveis altos de peroxidagdo lipidica e simultaneo declinio de mecanismos
antioxidantes podem levar ao dano celular e consequente estresse oxidativo. A
peroxidacdo lipidica ocorre devido a interagdes entre radicais livres de diversas origens
e acidos graxos insaturados e lipidios. Este fendmeno envolve um amplo espectro de
alteracdes e a consequente degeneracdo da membrana celular pode contribuir para o
desenvolvimento de transtornos de desordens no metabolismo lipoproteico. A
peroxidacdo lipidica de estruturas celulares €, portanto, uma consequéncia da atividade

de radicais livres (LEAL et al, 2005).

O malonaldeido (MDA) ¢ um aldeido de cadeia curta, sendo um dos compostos
medidos pela reacdo com o acido tiobarbiturico (TBARS). A forma¢ao de malonaldeido
ocorre pela decomposicdo dos hidroperoxidos lipidicos e sua concentragdo tem sido
utilizada para estimar a intensidade da peroxidacdo lipidica em sistemas biologicos

(MAFRA et al, 1999).

No presente estudo, os niveis de malonaldeido foram medidos em corpo
estriado, cortex pré-frontal e hipocampo de camundongos submetidos ao teste da
convulsdo induzida por pilocarpina. Foram utilizados trés grupos: grupo controle,
tratado com agua emulsificada com tween 80; o grupo tratado com carvacrol na dose de
25mg/Kg e o grupo tratado com carvacrol na dose de 50 mg/Kg. Uma hora apds o
tratamento oral com estas substincias, os animais receberam uma injecdo de
pilocarpina. Os resultados mostraram que carvacrol nas duas doses foi capaz de
diminuir significativamente os niveis de MDA em todas as areas cerebrais analizadas.
Estes resultados sugerem um efeito antioxidante do carvacrol, que foi capaz de reverter

a peroxidac¢ao lipidica provocada pela convulsao induzida por pilocarpina.

O ¢6xido nitrico (NO) ¢ uma molécula gasosa e altamente reativa devido a
presenga de elétrons desemparelhados. Quando diluido, o NO tem uma meia-vida de

menos de 10 segundos, sendo rapidamente oxidado a nitrito e nitrato. O NO liga-se a
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hemoglobina e outras proteinas que contém o nucleo heme levando ao término de sua

atividade bioldgica (FILHO & ZILBERSTEIN, 2000).

As fungdes do NO até hoje descobertas s3o complexas e antagonicas, sendo uma
molécula benéfica ou potencialmente toxica conforme a concentragdo ou depuracdo
tecidual. O NO ¢ um potente vasodilatador e, no SNC, ¢ considerado um
neurotransmissor. Devido a sua alta capacidade de difusdo, o NO tem sua acdo sem a
necessidade de receptores de membrana, levando a respostas rapidas e precisas.

(SCHMIDT & WALTER, 1994).

O glutamato ¢ o principal neurotransmissor excitatorio do SNC. Entre os
receptores de glutamato, existem os receptores N-metil-D-aspartato (NMDA), que sdo
encontrados preferencialmente no hipocampo. O NO tem um importante papel na agao
dos receptores NMDA. Apds o estimulo do neurdnio, ocorre liberagdo do glutamato e
posterior ligagdo aos receptores NMDA. O fon calcio (CA **) ¢ entdo liberado, levando
a producdo de nNOS (6xido nitrico sintase neuronal) e a sintese de NO. O NO pos-
sindptico vai entdo estimular retrogadamente a pré-sinapse. Esse mecanismo ¢

conhecido como LTP (Long-Term Potentiation) (BOHME et al, 1991).

Normalmente, existe um balango entre a produgdo e a eliminagdo do NO e seus
metabolitos. Estudos tem reportado que um aumento da peroxidacao lipidica pode levar
a estimulacdo de macrofagos e liberagdo de NO via sintese por iNOS (6xido nitrico
sintase induzida). A interacdo do NO com radicais superoxido levam a formagao do

peroxinitrito, um potente inibidor da respiracdo mitocondrial (AHMED, 2014).

No presente trabalho, o pré-tratamento dos animais com carvacrol nas doses de
25 e 50 mg/Kg antes da injecdo de pilocarpina levou a uma diminui¢do dos niveis de
nitrito e nitrato no hipocampo em ambas as doses estudadas (25 e 50 mg/Kg). Ja no
corpo estriado, apenas a dose de 25 mg/Kg teve uma diminui¢ao significativa dos niveis
de nitrito e nitrato. No cortex pré-frontal, ambas as doses de 25 e 50 mg/Kg
apresentaram diminui¢@o nos niveis de nitrito e nitrato, porém essa diminui¢do ndo foi

significativa comparada ao grupo tratado apenas com pilocarpina. Esses resultados
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também sugerem uma agdo antioxidante do carvacrol, especialmente na area cerebral do

hipocampo.

Outra importante enzima antioxidante encontrada no sistema nervoso central ¢ a
catalase, responsavel por converter o peroxido de hidrogénio (H,O,) em agua. O
perdxido de hidrogénio pode se difundir facilmente pelas membranas celulares e reagir
com metais de transi¢do, gerando o radical hidroxila (OH*). O radical hidroxila causa
danos ao DNA, RNA, as proteinas, lipidios e membranas celulares do nucleo

(BARREIROS et al, 2006).

A catalase ¢ uma hemeproteina citoplasmatica encontrada no sangue, medula
Ossea, mucosas, rim e figado. Sua atividade ¢ dependente de NADPH. A
suplementagdoo de catalase exdgena previne a oxidagdo de GSH mediana pelo H»O,,

em eritrocitos humanos normais (FERREIRA & MATSUBARA, 1997).

Um aumento na atividade da catalase pode ser atribuido ao aumento do
metabolismo observado durante as crises convulsivas. Foi relatado que convulsdes
induzidas por pilocarpina provocam um aumento da expressdo e atividade da catalase,
como resposta compensatdria ao aumento de espécies reativas de oxigénio, de modo a

proteger o organismo contra danos neuronais (WILHELM et al, 2011).

As concentracdes da enzima catalase também foram mensuradas em grupos de
camundongos tratados com agua e tween 80 antes de receberem a injecdo de
pilocarpina, ou em grupos de animais pré-tratados com carvacrol nas doses de 25 e 50
mg/Kg antes do tratamento com pilocarpina. Foram analisadas as areas cerebrais do
cortex pré-frontal, hipocampo e corpo estriado. Os niveis de catalase encontrados no
cortex pré-frontal e corpo estriado foram menores em animais pré-tratados com
carvacrol em ambas as doses, porém essa diferenca nao foi significativa em comparagao
ao grupo controle. J& no hipocampo, houve uma diminui¢ao significativa nos niveis de
catalase em ambas as doses de carvacrol, comparados ao grupo controle. Esses
resultados, assim como os anteriores, sugerem uma acdo antioxidante do carvacrol,

especialmente na regido do hipocampo.
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J& foi citado anteriormente que os radicais livres promovem reacdes com
substratos bioldgicos podendo ocasionar danos as biomoléculas, em particular o DNA e
RNA. O nosso organismo apresenta prote¢des proprias para neutralizar a agdo dos
radicais livres. Um desses sistemas de protecdo presentes no organismo ¢ a glutationa
reduzida (GSH) em conjunto com duas enzimas, GSH peroxidase (GPx) e GSH
redutase (GR). A GSH est4d presente na maioria das células e ¢ o tiol (-SH) mais
abundante no meio intracelular. Pode ser considerada como um dos agentes mais
importantes de defesa antioxidante da célula, protegendo-a contra lesdes resultantes da
exposicdo a agentes como ions ferro, oxigénio hiperbérico, ozona, radiacdo e luz
ultravioleta. Sua capacidade redutora ¢ determinada pelo grupamento —SH, presente na
cisteina. Esse sistema também catalisa a dismutagdo do peroxido de hidrogénio em agua
e oxigénio, sendo que a glutationa opera em ciclos entre sua forma oxidada e sua forma
reduzida. A GSH reduz o H,O, a H;O em presenca de GPx, formando uma ponte
dissulfeto e, em seguida, a GSH ¢ regenerada (FERREIRA; MATSUBARA, 1997;
BARREIROS et al, 2006).

A deplecdao do GSH no hipocampo € uma caracteristica da convulsdo induzida
por pilocarpina e € uma consequéncia do estresse oxidativo e consequente formacao de
radicais livres. A deplecdo da glutationa cerebral pode levar a uma disfungdo

mitocondrial e a danos neuronais (AHMED, 2014 ).

No presente estudo, as concentracdes de glutationa foram mensuradas em grupos
de camundongos tratados com édgua e tween 80 antes da injecdo de pilocarpina e em
grupos de animais pré-tratados com carvacrol nas doses de 25 e 50 mg/Kg antes de
receberem as injecdes de pilocarpina. Foram analisadas as areas cerebrais do cortex pré-
frontal, hipocampo e corpo estriado. Houve um aumento significativo nos niveis de
GSH encontrados em animais tratados com o carvacrol na dose de 50 mg/Kg nas areas
cerebrais do hipocampo e corpo estriado, em comparacdo ao grupo controle. Animais
tratados com a dose de 25 mg/Kg ndo apresentaram alteracdes significativas nos niveis
de GSH em comparagdo ao grupo controle. Esta elevagdo dos niveis de GSH ¢ mais

uma evidéncia de uma agdo neuroprotetora do carvacrol.
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A superdxido dismutase (SOD) corresponde a uma familia de enzimas com
diferentes grupos prostéticos em sua composicdo. Nos sistemas eucariontes existem
duas formas de SOD. A forma SOD-cobre-zinco estd presente principalmente no
citosol, enquanto que a SOD-manganés estd localizada principalmente nas
mitocondrias. A SOD tem papel antioxidante e catalisa a dismutacdo do radical
superoxido em H,O, e O, na presencaa do proton H' (FERREIRA & MATSUBARA,
1997).

No presente estudo, os niveis de SOD foram analisados apds o pré-tratamento
dos animais com carvacrol nas doses de 25 e 50 mg/Kg. Foram analisadas as areas
cerebrais do cortex pré-frontal, hipocampo e corpo estriado. Nao houve alteracdes
significativas nos niveis de SOD em compara¢do com o grupo controle em nenhuma das
trés areas cerebrais analisadas apos o tratamento agudo do carvacrol nas duas doses

estudadas.

Os inibidores da recaptacdo de monoaminas sdo drogas que bloqueiam o
transporte das monoaminas serotonina, noradrenalina e dopamina. Estas drogas tem um
longo historico de uso como antidepressivos e, mais recentemente, para o tratamento da

dor (ROSENBERG et al, 2013; SINDRUP et al, 2005; MAIZELS et al, 2005).

Os antidepressivos triciclicos, juntamente com anticonvulsivantes, sdo
consideradas drogas de primeira linha para o tratamento de dor neuropatica. Os
antidepressivos podem ser usados como analgésicos em pacientes com dor cronica e ndo
concomitante depressdo, embora a dor seja um sintoma comum da depressdo, que
costuma ser freqiiente em pacientes com dor cronica, apoiando a hipotese de que a dor e
a depressdo compartilham alguns mecanismos bioquimicos comuns (SAWYNOK;
REID, 2000; LYNCH, 2000). A analgesia induzida por estas drogas parece ser
centralmente mediada, mas evidéncias consistentes também indicam um mecanismo de
acdo periférico. Varios mecanismos farmacoldgicos sdo apontados como responsaveis
por seu efeito antinociceptivo, mas a inibi¢do dos transportadores de monoamina (e,
conseqiientemente, a facilitagdo da inibicdo descendente dos sistemas de dor) esta

implicado na base mecanicista.
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A bupropiona, um inibidor da recaptagdo de dopamina, que também inibe a
recaptacdo de noradrenalina, tem mostrado eficdcia em casos de tratamento de dor
neuropatica. Os antidepressivos triciclicos ainda sdo os mais utilizados deste grupo para
o tratamento de dor neuropatica (SEMENCHUK et al, 2001; SANSONE et al, 2008).
No modelo de dor neuropatica de constrigdo cronica do nervo, a alodinia ¢
significativamente atenuada por fluoxetina e, perticularmente, pela bupropiona
(PEDERSEN et al, 2005). Naderi e colaboradores (2014) aplicaram bupropiona nas
doses de 30, 90, 120 e 200 mg/Kg trés horas antes de submeter grupos de ratos ao teste
da formalina. Os resultados mostraram que a bupropiona foi capaz de diminuir
significativamente a lambedura da pata na segunda fase do teste da formalina, nas doses

estudadas.

A maioria dos estudos de antidepressivos tém-se centrado na sua ac¢do
analgésica central (supra-espinhal ou raquidiana). No entanto, um mecanismo de agdo
analgésica periférica também tem sido sugerido. Esta teoria ¢ sustentada devido aos
efeitos obtidos apds o uso de alguns antidepressivos em varios modelos animais de
inflamacao e nocicepg¢ao, tais como o teste da formalina, carragenina, modelos de artrite
cronica induzida por adjuvante de Freund e outros modelos, tais como dor visceral

(MICO et al, 2006).

Estudos anteriores demonstraram que o inibidor seletivo da receptagdo de
dopamina  (RTI-113  [3B-(4-cloro-fenil)tropano-2B-acido  carboxilico-fenil-ester-
hidroclorido], bupropiona e o (RTI-112 [38-(3-metil-4-cloro-fenil) tropano-2B-acido
carboxilico-metil-ester-hidroclorido]), um inibidor da recaptacdo tanto de dopamina,
serotonina quanto de noradrenalina, foram capazes de bloquear as contor¢des induzidas

por acido acético em ratos (ROSENBERG et al, 2013).

Os inibidores da monoamina oxidase (IMAO) nd3o s3o utilizados para o
tratamento da dor e existem poucos estudos experimentais apontando um possivel efeito
analgésico. Os IMAO sd3o utilizados como ultimo recurso para o tratamento da
depressdo devido aos seus numerosos e potencialmente graves efeitos secundarios. Os
inibidores da MAO que ndo tém efeitos satisfatorios em dor crdnica, de acordo com

dados clinicos, sdo: harmalina, iproclozida, iproniazida, isocarboxazida, moclobemida
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nialamida, toloxatona e tranilcipromina (MIKA et al, 2013).

Sabendo dos extensos estudos existentes sobre o uso de antidepressivos para o
tratamento da dor, inclusive de antidepressivos inibidores da recapta¢do de dopamina,
foi feito um estudo do carvacrol em modelos animais classicos de nocicep¢ao, tais como

contor¢des induzidas por 4cido acético, placa quente e formalina.

O teste das contor¢des induzidas por acido acético ¢ um dos modelos mais bem
descritos e utilizados para o estudo da atividade antinociceptiva (VOUGTAU et al,
2004; GENE et al, 1998; SALAWU et al, 2008). A contor¢ao abdominal induzida por
acido acético é um teste utilizado para avaliar tanto a atividade central quanto periférica
de analgésicos. Foi relatado anteriormente que a reducdo no nimero de constricdes
abdominais pode estar associado com varias drogas, agindo através de diferentes
mecanismos, sendo considerado um teste antinociceptivo nao especifico (ROCHA et al,
2011). Em geral, o 4cido acético provoca dor através da liberagdo de substancias
enddgenas como a serotonina, a histamina, prostaglandinas (PGs), bradicininas e
substancia P (GENE et al, 1998; NGUELEFACK et al, 2006). O método tem sido
associado com a producdo e liberacdo de metabdlitos do 4cido araquiddnico via
biossintese de cicloxigenase e prostaglandinas, aumentando os niveis de PGE,, PGF,, e
PGI,, em fluidos peritoneais, bem como derivados da lipoxigenase (ARAUJO et al,

2009).

Os nossos resultados indicam que o carvacrol nas doses de 50 e 100 mg/Kg foi
capaz de reduzir o nimero de contor¢des em camundongos, mostrando um efeito
antinociceptivo. Doses abaixo de 50 mg/Kg ndo apresentaram atividade antinociceptiva.
Para avaliar um possivel mecanismo analgésico, foi examinado o efeito da naloxona
(um antagonista opidide ndo-seletivo) no teste das contor¢des induzidas por dcido
acético. A dose de naloxona utilizada (1 mg/Kg), i.p.) no experimento € suficiente para
bloquear os receptors opidides, como demonstrado anteriormente em modelos animais

(YAKSH, 1997).
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No entanto, neste estudo, a naloxona nio foi capaz de reverter a acgdo
antinociceptiva do carvacrol na dose de 100 mg/Kg, o que indica que o efeito analgésico

do carvacrol ndo parece estar envolvido com ativagdo de receptores opidides.

Com o intuito de investigar um possivel mecanismo periférico envolvido na ag¢ao
antinociceptiva do carvacrol, foi analisado o envolvimento do 6xido nitrico (NO). E
bem conhecido que o NO e o monofosfato ciclico de guanosina (GMPc) tem um

importante papel na nocicep¢ao (PATIL et al, 2003).

O o6xido nitrico € um ativador enddgeno da guanilil ciclase e provoca um
acimulo de GMPc intracelular (PYNE et al, 1996). J4 € bem conhecido o envolvimento
do 6xido nitrico nos trés niveis da via da dor; o periférico, corno dorsal e cértex cerebral
(PERIMAL et al, 2011). No entanto, pesquisadores tem relatado um papel tanto
nociceptivo quanto antinociceptivo do NO na via de sinalizacdo L-arginina/NO/GMPc
em tecidos periféricos (CAMPOS et al, 2007; CHEN et al, 2009; MUCCILLO-BAISCH
et al, 2010; NGUELEFACK et al, 2010).

Estudos anteriores realizados no nosso laboratorio mostraram que a L-arginina
tem uma ac¢do nociceptiva na segunda fase do teste da formalina e é capaz de reverter o
efeito antinociceptivo de drogas que agem via NO (ARAUJO et al, 2009). Com isso,
podemos sugerir um possivel efeito pré-nociceptivo do NO neste teste. Os resultados
demonstraram que o efeito antinociceptivo do carvacrol no teste da cortor¢cdo por acido
acético nao foi revertido quando utilizado em combinacdo com a L-arginina (150

mg/Kg), um precursor da sintese de NO.

O modelo da nocicepg¢do induzida pela formalina € um método bem descrito que
discrimina a dor nos seus componentes centrais e/ou periféricos. Tem sido relatado que
a inducdo de dor apds injecdo de formalina em patas de camundongos apresenta uma
nocicepg¢ao bifdsica (CHEN et al, 209; LOPES et al, 2010). A primeira fase (0-5 minutos
apos a injecdo de formalina) € caracterizada por uma intensa dor neurogénica, comega
imediatamente apds a injecdo e é, provavelmente, um resultado direto da estimulacio de
nociceptores na pata e reflete uma dor mediada pelo sistema nervosa central. A segunda
fase é de dor moderada (20-40 minutos) parece ser causada pela liberagc@o de serotonina,

histamina, bradicinina e prostaglandinas e, pelo menos, em certa medida, pela
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sensibilizacdo dos neurdnios nociceptivos centrais (ARA(JJO et al, 2009;
MBIANTCHA et al, 2011; COUTO et aal, 2011). Analgésicoa centrais, tais como
narcéticos, inibem ambas as fases, enquanto drogas como esterdides (hidrocortisona,
dexametasona) e antiinflamatorios nao esterdides (AINES) suprimem principalmente a

segunda fase (TRONGSAKUL et al, 2003).

Carvacrol na dose de 100 mg/Kg reduziu significativamente a duragao do tempo
de lambedura da pata (em segundos) em ambas as fases do teste da formalina.
Entretanto, na dose de 50 mg/Kg, carvacrol reduziu significativamente o tempo de
lambedura da pata apenas na segunda fase do teste. Para a avaliacdo de um possivel
mecanismo nociceptivo no teste da formalina, os animais foram pré-tratados com
naloxona (1 mg/Kg) ou L-arginina (150 mg/Kg). Os resultados foram similares aos
demonstrados no teste das contor¢des induzidas por acido acético, tanto a naloxona
quanto a L-arginina ndo foram capazes de reverter o efeito antinociceptivo do carvacrol

na dose de 100 mg/Kg.

O modelo de nocicepgao térmica da placa quente € um teste usado para avaliar a
atividade antinociceptiva central. Este teste produz, a uma temperatura constante, dois
tipos de respostas comportamentais, que sao a lambedura da pata e o pulo. Ambos
comportamentos sdao considerados como integrados a uma resposta supraespinhal
(CHAPMAN et al, 1985; ESMAEILI-MAHANI et al, 2010; ARSLAN et al, 2010).
Grupos de animais foram tratados por via oral com carvacrol nas doses de 50 e 100
mg/Kg e submetidos ao teste da placa quente. Os animais foram analisados nos tempos
0, 60, 90 e 120 minutos. Os resultados mostraram que carvacrol, nas duas doses,
aumentou o tempo de reacdo aos 60 minutos. Estes resultados sugerem um possivel
envolvimento central no efeito antinociceptivo do carvacrol, apesar de que o receptor

opidide e o NO ndo parecem estar relacionados a esse efeito.

Dados na literatura demonstraram que drogas relaxantes musculares, sedativas e
psicomiméticas podem mostrar atividade no teste das contor¢des induzidas por acido
acético e teste da placa quente. Um estudo da ac¢do do carvacrol na dose oral de 50
mg/Kg no teste do campo aberto e do rota rod ja havia sido feito anteriormente,

mostrando que o carvacrol ndo alterou a atividade locomotora espontanea no teste do
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campo aberto e também nao alterou o tempo de queda no teste do rota rod (MELO et al,
2009). Foi entdo realizado os mesmos testes para analisar um possivel efeito do
carvacrol nas dose oral de 100 mg/Kg. Os resultados encontrados foram semelhantes

aos da dose de 50 mg/Kg.

Nossos resultados mostraram que o carvacrol nas doses estudadas ndo alterou o
tempo de permanéncia na barra giratoria, ao contrario do diazepam (2 mg/kg), que
diminuiu o tempo de permanéncia na barra giratoria nas trés velocidades utilizadas (5,
15 e 40 rpm). Este resultado sugere que o carvacrol na dose de 100 mg/Kg ndo
apresenta bloqueio neuromuscular periférico, diferenciando-se do diazepam, que na
dose de 2 mg/kg apresenta um conhecido efeito relaxante muscular. No teste do campo
aberto foram observados os pardmetros locomogao, rearing e grooming. O carvacrol
nas trés doses estudadas ndo alterou a atividade locomotora dos animais observados. Ja
o diazepam, na dose de 2 mg/kg, diminuiu a atividade locomotora, indicando um efeito

sedativo comum aos benzodiazepinicos.

De acordo com alguns autores, um aumento no numero de grooming,
especialmente em roedores, pode estar relacionado a um aumento do estresse e da
ansiedade (DRAGO et al., 1999; KALUEFF et al., 2004). Estudos tem demonstrado
que a neurotransmissdo dopaminérgica no corpo estriado € no nucleo accumbens parece

representar um papel importante no comportamento de grooming (DRAGO et al., 1999;
SERAFIM; FELICIO, 2001).

Chindo et al. (2003) sugerem que a atividade locomotora e o rearing sao
indicativos de excitabilidade do SNC e que uma diminuicao destes pardmetros sugere
uma atividade sedativa. O carvacrol ndo alterou o nimero de rearing, mas diminuiu o
namero de grooming nas doses de 100 mg/Kg. J& o diazepam, na dose estudada, reduziu
tanto o numero de rearing quanto o nimero de grooming. Tais resultados sugerem que
o carvacrol ndo apresenta uma agao sedativa, pois ndo alterou a atividade locomotora ou
o numero de rearing e diminuiu o nimero de grooming na dose de 100 mg/Kg. Ja o
diazepam alterou todos os trés parametros analisados, o que confirma a suas

propriedades ansiolitica e sedativa.
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Como ja foi citado anteriormente, o carvacrol ¢ usado em baixas concentragdes
como um flavorizante e conservante na industria alimenticia (SUNTRES et al, 2015).

Apesar de seu uso, pouco se sabe sobre potenciais efeitos toxicos do carvacrol.

Llana-Ruiz-Cabello e colaboradores (2014) realizaram um estudo utilizando
células Caco-2, derivadas de carcinoma de colon humano. Carvacrol foi usado na dose
de 460 uM e os resultados mostraram que o uso do carvacrol nessa dosagem provocou

dano no DNA, mais especificamente, danos nas bases de purina.

Conhecendo os poucos estudos que avaliam a toxicidade do carvacrol, foi feita
uma analise da toxicidade oral aguda conforme o Guia OECD-423/2001. Foram
utilizados dois grupos compostos por 3 animais cada: um grupo controle e um grupo
que recebeu tratamento oral com carvacrol na dose de 2000 mg/Kg. Uma hora apds o
tratamento, os animais foram observados durante 5 min na caixa acrilica do campo
aberto. Depois, os animais foram observados por 6h seguidas. Os animais foram entdo
observados até o decido quarto dia, utilizando-se um campo aberto. O peso dos animais
também foi aferido diariamente. Todos os animais tratados agudamente com a dose de
2000 mg/Kg apresentaram letargia ¢ um animal veio a 6bito no segundo dia apos o
tratamento. Os demais animais ndo apresentaram nenhuma outra alteracdo e

sobreviveram até o 14° dia.

No décimo quarto dia os animais foram sacrificados e foram retirados cérebro,
rins e figado para andlise histologica, a fim de averiguar possiveis danos aos 6rgaos
internos. Nas preparacdes das laminas com os tecidos dos respectivos 6rgaos estudados
(figado, cérebro e rins) ndo houve alteragdes, nem sinais de processo inflamatério ou

alteracdes na ultraestrutura dos 6rgdos analisados microscopicamente.

Como ocorreu a morte de 1 animal com a dose de 2000 mg/Kg, o protocolo
OECD (no. 423) recomenda repetir o experimento com a dose de 300mg/Kg. Os
animais foram observados da mesma forma que os grupos anteriores, ndo apresentaram

alteracdes, nem perda de peso e todos sobreviveram até o 14° dia (TABELAS 8§ ¢ 9).

No 14°. dia, foi realizado o mesmo procedimento para preparo dos orgidos do

grupo de animais da dose anterior. Semelhantemente aos resultados observados com a
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dose de 2000 mg/Kg, ndo foram encontradas alteragdes na ultraestrutura dos orgaos

analisados microscopicamente.

De acordo com o protocolo OECD 423, a classificagdo do carvacrol ¢ de

categoria 4, apresentando 300 mg/kg < DL50 <2000 mg/Kg.

Embora o nosso estudo ndo tenha apontado danos aos 6rgdos internos dos
animais, a realizacdo de estudos complementares para avaliar o potencial toéxico do
carvacrol ¢ de suma importancia, visto que esta substancia ¢ utilizada na industria
alimenticia e, mesmo sendo utilizada em doses baixas, o uso cronico pode acarretar

efeitos nocivos ainda desconhecidos.

Os experimentos realizados foram compativeis com os resultados ja encontrados
em estudos anteriores do carvacrol. A andlise dos niveis de monoaminas e aminoacidos
pelo método de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) refor¢caram os
resultados de experimentos comportamentais realizados anteriormente, que
relacionaram a agdo antidepressiva do carvacrol com uma ativagdo do sistema
dopaminérgico e a acdo ansiolitica com uma a¢@o no sistema gabaérgico. Varios estudos
j& demonstraram efeitos antioxidantes do carvacrol, porém a acdo antioxidante a nivel
de sistema nervoso central (SNC) ainda era desconhecida. Os resultados encontrados
neste estudo demonstraram que o carvacrol também apresentou um efeito antioxidante
no SNC de camundongos, em especial na area cerebral do hipocampo. O estudo feito
para avaliar a toxicidade aguda do carvacrol demonstrou que nas doses estudadas, o
carvacrol ndo alterou a estrutura histologica dos rins, cérebro e figado, o que ¢ uma
evidéncia de que o carvacrol nas doses terapéuticas ndo provoca nenhum dano
significativo ao organismo. Através deste estudo, ficou evidente uma agdo
antinociceptiva do carvacrol, assim como em muitos antidepressivos ja estudados

anteriormente.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

A analise dos resultados apresentados neste trabalho nos permitiu concluir que:

v" Os animais tratados agudamente com carvacrol nas doses de 25 e 50 mg/Kg
apresentaram um aumento nos niveis de dopamina na area cerebral do corpo
estriado, como demonstrado apods analise das areas cerebrais pelo método de

cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).

v" Os camundongos que receberam tratamento agudo de carvacrol na dose de 50
mg/Kg apresentaram um aumento nos niveis de aspartato, taurina, GABA e
glicina na érea cerebral do corpo estriado. J4 os animais tratados com a dose de
25 mg/Kg tiveram uma diminui¢do nos niveis de glutamato em analise do corpo

estriado através do método do HPLC.

v’ Para a analise da atividade antioxidante do carvacrol, os animais que foram pré-
tratados com carvacrol nas doses de 25 e 50 mg/Kg antes de receberem uma
injecdo de pilocarpina apresentaram uma diminuicdo dos niveis de
malonildialdeido (MDA) nas areas cerebrais do cortex pré-frontal, hipocampo e

corpo estriado.

v Os grupos de camundongos que foram pré-tratados com carvacrol na
dose de 25 mg/Kg antes de receberem uma inje¢do de pilocarpina apresentaram
uma diminui¢do nos niveis de nitrito-nitrato nas dareas cerebrais do corpo
estriado e hipocampo. J& os que foram pré-tratados com a carvacrol na dose de
50 mg/Kg antes de receberem pilocarpina, apresentaram uma diminui¢do dos

niveis de nitrito-nitrato apenas no hipocampo.

v" Os camundongos que receberam tratamento agudo de carvacrol nas doses de 25
e 50 mg/Kg antes de receberem uma inje¢do de pilocarpina apresentaram uma

diminui¢do nos niveis de catalase na area cerebral do hipocampo.
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Os animais que receberam tratamento agudo de carvacrol na dose de 50 mg/Kg
antes de receberem inje¢do de pilocarpina apresentaram um aumento nos niveis

de GSH nas areas cerebrais do corpo estriado e hipocampo.

Para a avaliagdo da atividade antinociceptiva do carvacrol foi realizado o teste
de contor¢des abdominais induzidas por acido acético. Neste teste, os animais
tratados agudamente com carvacrol nas doses de 50 e 100 mg/Kg apresentaram

uma diminui¢do no numero de contorg¢des.

No teste da nocicep¢ao térmica da placa quente, os animais tratados com doses
agudas de 50 e 100 mg/Kg de carvacrol apresentaram um aumento no tempo de

laténcia para exibir comportamento nociceptivo no tempo de 60 min.

No modelo de nocicep¢ao induzida pela formalina, os animais tratados com
carvacrol na dose de 50 mg/Kg apresentaram uma diminui¢do do tempo de
lambedura da pata apenas na primeira fase do teste. Ja os animais tratados com
carvacrol na dose de 100 mg/Kg apresentaram uma diminui¢cdo do tempo de

lambedura tanto na primeira quanto na segunda fase di teste.

O pré-tratamento dos animais com naloxona ou L-arginina ndo foi capaz de
reverter o efeito antinociceptivo promovido pelo carvacrol na dose de 100

mg/Kg no teste das contor¢des induzidas por acido acético.

No modelo da nocicep¢do induzida pela formalina, o pré-tratamento dos
camundongos com naloxona ou L-arginina também ndo foi capaz de reverter o
efeito antinociceptivo promovido pelo carvacrol na dose de 100 mg/Kg na

primeira e segunda fase do teste.

Foi realizado o teste do campo aberto para a avaliagdo da atividade locomotora
dos animais apds tratamento agudo com carvacrol na dose de 100 mg/Kg. O
carvacrol na dose estudada nao alterou a atividade locomotora espontanea nem o

rearing, porém diminuiu o nimero de grooming.
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v’ Para a avaliagdo de uma possivel agdo relaxante muscular, foi realizado o teste
do rota rod em camundongos tratados com carvacrol na dose de 100 mg/Kg.
Carvacrol na dose estudada ndo alterou o tempo de permanéncia na barra

giratoria em nenhuma das rotagdes analisadas.

v Para a avaliagdo da toxicologia aguda do carvacrol, grupos de animais foram
tratados com doses de carvacrol de 300 e 2000 mg/Kg. A analise histologica do
figado, rins e cérebro ndo mostrou nenhuma alteragdo desses o6rgdos apds o
tratamento com carvacrol. De acordo com o protocolo OECD 423, a

classificagcdo do carvacrol ¢ a de categoria 4.
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8 CONCLUSAO

Os experimentos realizados refor¢am a teoria de que o carvacrol apresenta um
efeito ansiolitico provavelmente relacionado com o sistema gabaérgico e um efeito
antidepressivo provavelmente relacionado com o sistema dopaminérgico. O carvacrol
ndo apresenta efeito sedativo ou relaxante muscular. Carvacrol também apresentou
uma acdo antioxidante no sistema nervoso central, principalmente na éarea do
hipocampo. O estudo da toxicidade aguda do carvacrol ndo mostrou alteragdes
histologicas significativas, o que sugere que o uso clinico do carvacrol ¢ viavel. O
carvacrol também apresentou uma importante acdo antinociceptiva, que ndo parece

estar ligada ao sistema opiodide ou ao sistema nitrérgico.
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ABSTRACT

Carvacrol (5-isopropyl-2-methylphenol) is a monoterpenic phenol present in the
essential oil of many plants. It is the major component of the essential oil fraction of
oregano and thyme. In this study, the effect of carvacrol was investigated in two
behavioral models, the forced swimming and tail suspension tests in mice, to
investigate the possible antidepressant effect of this substance. Additionally, the
mechanisms involved in the antidepressant-like effect of carvacrol in mice were also
assessed. Carvacrol (cvc) was administered orally at single doses of 12.5, 25 and
50 mg/kg. The acute treatment of cvc decreased the immobility time in the forced
swimming and tail suspension tests without accompanying changes in ambulation in
the open-field test. The anti-immobility effect of carvacrol (25 mg/kg) was not
prevented by pretreatment of mice with p-chlorophenylalanine, prazosin and
yohimbine. On the other hand, the pretreatment of mice with SCH23390 or
sulpiride completely blocked the antidepressant-like effect of carvacrol (25 mg/kg) in
the forced swimming test. These results show that carvacrol presents antidepressant
effects in the forced swimming and tail suspension tests; this effect seems to be
dependent on its interaction with the dopaminergic system, but not with the
serotonergic and noradrenergic systems. Keywords: Carvacrol; Antidepressant;
Forced swimming; Tail suspension; Dopaminergic system.

INTRODUCTION

Many studies have demonstrated that plant-derived
essential oils exhibit a variety of centrally active prop-

Depression is a common, debilitating, life-threatening
illness with a high incidence [1,2]. This psychological
problem is usually treated with compounds that inhibit
monoamine reuptake or monoamine metabolism. The
use of tricyclic antidepressants and monoamine oxidase
inhibitors is associated with many side effects and have
limited safety in overdose [3]. The selective serotonin
reuptake inhibitors are safer in overdose but are associ-
ated with sexual dysfunction and nausea [3].

erties [4-7]. From these observations, it is possible that
herbal medicine can be used as an alternative treatment
to depression with less side effects.

Carvacrol (5-isopropyl-2-methylphenol) (Figure 1) is a
monoterpenic phenol present in the essential oil of
Labitae including Origanum, Satureja, Thymbra, Thy-
mus and Corydothymus [8]. Carvacrol is the major
component of the essential oil fraction of oregano and
thyme [9].
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OH

Figure 1 Structure of carvacrol.

Carvacrol has been used on a large scale in the food
and cosmetic industries, being a common ingredient of
the human diet [10]. It was reported that carvacrol has
antibacterial, antifungal, antihelmintic, antioxidant,
antimutagenic, antigenotoxic, antihepatotoxic and
hepatoprotective activities [11-17].

Recently, our group has made a central nervous system
pharmacological screening of carvacrol, which presented
anxiolytic effects in mice, when administered orally [18].

Considering the antidepressant potential [1,5,19] of
plant-derived essential oils and the importance of natural
products as sources of new drugs, the general purpose of
this study was to analyze whether the orally adminis-
tration of carvacrol promotes antidepressant effects in
male mice on animal models of depression.

MATERIALS AND METHODS

Animals

Male swiss mice (25-30 g) were used in each experi-
ment. The animals were provided by the Animal House
of the Federal University of Ceara (Fortaleza, Ceara,
Brazil) and maintained at a controlled temperature
(23 £ 1 °C) with a 12-h dark/light cycle and free access
to water and food. Animals were treated in accordance
with the current law and the NIH Guide for Care and Use
of Laboratory Animals.

Drugs and treatment

Carvacrol was obtained by Sigma-Aldrich (St Louis, MO,
USA). It's linear formula is (CH3)2CHC6H3(CH3)OH,
with a molecular weight of 150.22. According to Sigma,
the degree of purity is >97%.

Carvacrol was emulsified with 0.2% Tween 80 (Sigma,
USA.) and dissolved in distilled water. Animals were
treated with the substance at doses of 12.5, 25 and
50 mg/kg, orally, 1 h before the experiments. Controls
received 0.2% Tween 80 (Sigma, USA) dissolvedin
distilled water at the same volume as the treated groups
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(10 mL/kg). The following drugs were also used: Imip-
ramine (IMP) 10 and 30 mg/kg (Geisy, Sao Paulo, SP,
Brazil), bupropion 30 mg/kg (Geisy), fluoxetine 35 mg/
kg (Geisy), prazosin 1 mg/kg (Sigma, USA), yohimbine
1 mg/kg (Sigma, USA), SCH23390 15 mg/kg (Sigma,
USA), sulpiride 50 mg/kg (Sigma, USA), p-chlorophe-
nylalanine methyl ester (PCPA) 100 mg/kg (Sigma,
USA), all administered by the intraperitoneal (i.p.) route.

To investigate the involvement of the serotonergic
system in the anti-immobility effect of carvacrol in the
forced swimming test, animals were pretreated with
PCPA (100 mg/kg, an inhibitor of serotonin synthesis) or
vehicle, once a day, for four consecutive days [20-22].
Then, 24 h after the last PCPA or saline injection, animals
were treated orally with carvacrol (25 mg/kg) or vehicle
and were tested in the forced swimming test 60 min later.

To assess the possible involvement of the noradrener-
gic and the dopaminergic systems in the antidepressant-
like effect of carvacrol in the forced swimming test,
animals were pretreated with prazosin (1 mg/kg, i.p., an
al-adrenoceptor antagonist), yohimbine (1 mg/kg, i.p.,
an a2-adrenoceptor antagonist), SCH23390 (0.05 mg/
kg, i.p., a dopamine D1 receptor antagonist) or sulpiride
(50 mg/kg, i.p., a dopamine D2 receptor antagonist),
and after 15 min they received orally carvacrol (25 mg/
kg) or vehicle and were tested in the forced swimming
test 1 h later.

The administration schedule and the doses of the
drugs used were all based in previous studies that
confirm the efficacy of the protocols [20-22].

Experimental protocol

The animals were tested during the light period,
observed in a closed room with constant temperature
(23 £ 1 °C) and illuminated with normal light. All tests
were performed on different days with distinct groups of
animals.

Forced swimming test

For this test [23], animals were placed in an acrylic tank
that contained 20-cm-high fresh water at 25 °C. One
hour after the treatment with carvacrol (12.5, 25 and
50 mg/kg), they were placed in the tank and left there
for 6 min during which their immobility time was
observed. A mouse was considered immobile when it
remained floating in the water, without struggling,
making only very slight movements necessary to keep
its head above the water. The animals were divided into
five groups with 10 per group. Each animal was used
only once.
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Tail suspension test

For the tail suspension test [24], animals were divided
into five groups with 7-10 animals per group. One hour
after the treatment with carvacrol (12.5, 25 and 50 mg/
kg), animals were suspended on the edge of a shelf
58 cm above a table top by adhesive tape placed
approximately 1 ¢cm from the tip of the tail. The duration
of immobility is recorded for a period of 6 min.

Statistical analyses

The results are presented as mean + SEM. Data were
analyzed by aNova followed by Student-Newman-
Keuls's post hoc test. Results were considered significant
at P < 0.05.

RESULTS

Forced swimming test

In this test (Figure 2), groups treated with carvacrol
(12.5, 25 and 50 mg/kg) and imipramine (10 mg/kg), a
well-known antidepressant drug, induced a significant
decrease in the immobility time in mice, when compared
to control [control: 98.88 + 4.987 (8); CVC-12.5:
44.50 £ 7.607 (8); CVC-25: 12.70 = 1.630; (8) CVC-
50: 17.74 + 3.587 (8); IMP-10: 16.08 + 1.603 (8)].

Tail suspension test

Similar to those results observed in forced swimming
test, Figure 3 shows that carvacrol (12.5, 25 and
50 mg/kg) and imipramine 30 mg/kg significantly
decreased the immobility time in animals when com-
pared to the control group [control: 90.86 + 8.678 (10);
CVC-12.5: 50.64 £ 1.899 (9); CVC-25: 36.21 + 4.538

a
o

=]
=]

50

Immobility time (s)

Figure 2 Forced swimming test of groups of mice that received
vehicle, carvacrol (12.5, 25 and 50 mg/kg) and imipramine

(10 mg/kg). The figure shows immobility time (s). The results are
presented as mean + SEM. Significant difference compared with
control (*p < 0.001). ANova and Student-Newman-Keuls's as the
post hoc test.
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Immobility time (s)

Figure 3 Tail suspension test of groups of mice that received
vehicle, carvacrol (12.5, 25 and 50 mg/kg) and imipramine

(30 mg/kg). The figure shows immobility time (s). The results are
presented as mean + SEM. Significant difference compared with
control (**P < 0.001). aNova and Student-Newman-Keuls's as
the post hoc test.

(8); CVC-50: 36.64 +4.786 (7); IMP-30: 17.57 %
1.948 (7)].

Investigation of possible mechanisms underlying
the antidepressant-like effect of carvacrol in the
forced swimming test

Since 25 mg/kg was the lowest effective dose, all the
next experiments were performed using this dose.

Involvement of the serotonergic system

Figure 4 shows that the pretreatment of mice with the
inhibitor of 5-HT synthesis PCPA (100 mg/kg, i.p., once
a day on 4 consecutive days) did not affect the
antidepressant-like effect of carvacrol (25 mg/kg, p.o.)
but completely blocked the decrease in the immobility
time elicited by fluoxetine (35 mg/kg, i.p.), when com-
pared to control group [control: 75.50 + 5.622 (8); CVC
25: 48.48 + 3.079 (7); FLU-35: 43.02 + 3.778 (10);
PCPA: 107.1 * 7.583 (10); CVC-25 + PCPA: 52.57 *
4.368(10); FLU-35 + PCPA: 111.7 + 7.978(10)].

Involvement of the noradrenergic system

The results in Figure 5 show that pretreatment of mice
with the a;-adrenoceptor antagonist prazosin (1 mg/kg,
i.p) and the oy-adrenoceptor antagonist yohimbine
(1 mg/kg, i.p.) was not able to reverse the antidepres-
sant-like effect of carvacrol (25 mg/kg, p.o.) in the forced
swimming test when compared to control group [con-
trol: 98.88 + 4.987 (8); CVC 25: 12.70 + 1.630 (8);
PRZ-1: 106.3 + 4.770 (9); YOIM-1: 109.8 + 4.329 (9);
CVC-25 + PRZ-1: 18.53 + 4.871(8); CVC25 + YOIM1:
25.83 £ 5.581 (8)].
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Immobility time (s)

Figure 4 Forced swimming test of groups of mice that received
vehicle, carvacrol (25 mg/kg), fluoxetine (35 mg/kg), p-chloro-
phenylalanine (PCPA) (100 mg/kg), carvacrol + PCPA and fluo-
xetin + PCPA. The figure shows immobility time (s). The results are
presented as mean+S.E.M. Significant difference compared with
control (*P < 0.05; **P < 0.01). aNovA and Student-Newman—
Keuls's as the post hoc test.

Immobility time (s)

Figure 5 Forced swimming test of groups of mice that received
vehicle, carvacrol (25 mg/kg), prazosin (1 mg/kg), yohimbine

(1 mg/kg), carvacrol + prazosin and carvacrol + yohimbine. The
figure shows immobility time (s). The results are presented as
mean * SEM. Significant difference compared with control

(**P < 0.001). aNova and Student-Newman-Keuls's as the post
hoc test.

Involvement of the dopaminergic system

Figure 6 shows that the pretreatment of mice with
SCH23390 (0.05 mg/kg, i.p.), a dopamine D, receptor
antagonist and sulpiride (50 mg/kg, i.p.), a dopamine D,
receptor antagonist significantly prevented the antide-
pressant-like effect of carvacrol (25 mg/kg, p.o.) and
bupropion (30 mg/kg, i.p.), when compared to control
group [control: 85.24 + 10.47 (8); CVC 25:
31.10 + 3.657 (7); SULP-50: 82.95 + 11.86 (8); SCH-
0.05: 86.06 + 12.21 (7); BUP-30: 35.29 * 8.294 (7);
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Figure 6 Forced swimming test of groups of mice that received
vehicle, carvacrol (25 mg/kg), sulpiride (50 mg/kg), SCH23390
(0.05 mg/kg), bupropion (30 mg/kg), carvacrol + sulpiride,
carvacrol + SCH23390, bupropion+SCH23390 and bupropi-

on + sulpiride. The figure shows immobility time (s). The results are
presented as mean + SEM. Significant difference compared with
control (**P < 0.01). aANovA and Student-Newman-Keuls's as the
post hoc test.

CVC-25 + SULP-50: 133.5 £ 13.71 (10); CVC-25 +
SCH-0.05: 90.49 + 11.91 (7); BUP-30 + SULP-50:
102.4 + 5.137 (8); BUP-30 + SCH-0.05: 101.0 *
5.220 (8)].

DISCUSSION

The biological properties of carvacrol (5-isopropyl-2-
methylphenol) as an antibacterial, antifungal, antioxi-
dant, antimutagenic, antigenotoxic, antihepatotoxic and
hepatoprotective agent are well described in animals
[11-17].

Research reports indicated that various monoterpenes
exert anxiolytic and antidepressant-like effects in the
animal models of anxiety and depression [4,6,25], and a
recently study made by our group showed that carvacrol
presents anxiolytic-like effect in the animal models of
anxiety [18].

In the present work, our aim was to investigate the
antidepressant properties of carvacrol, as, as far as we
know, there are no studies in the literature involving
carvacrol and antidepressant activity.

In this work, the effects of carvacrol (5-isopropyl-2-
methylphenol) were studied in two widely used behav-
ioral assays sensitive to antidepressant-like activity, such
as forced swimming and tail suspension tests. We also
investigated the involvement of the monoaminergic
system on the antidepressant action of carvacrol, using
prazosin (1 mg/kg, i.p., an a1-adrenoceptor antagonist),
yohimbine (1 mg/kg, i.p., an a2-adrenoceptor antago-
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nist), SCH23390 (0.5 mg/kg, ip., a dopamine D1
receptor antagonist), sulpiride (50 mg/kg, i.p., a dopa-
mine D2 receptor antagonist) and PCPA (100 mg/kg, an
inhibitor of serotonin synthesis).

In this study, we demonstrated that acute administra-
tion of carvacrol was effective in producing antidepres-
sant effects when assessed in the forced swimming and
tail suspension tests. The forced swimming and tail
suspension tests are widely used as behavioral tools for
screening antidepressant activity of different classes of
drugs. In both tests, animals are placed in an inescapable
situation and the antidepressant-like activity is expressed
by the decrease in immobility duration [23,24,26].

Data in the literature demonstrated that drugs that
alter general motor activity may give false positive/
negative results in the forced swimming test. We
previously studied the effects of carvacrol in the open-
field test [18], a classical animal model used to evaluate
general activity of animals [27]. Our results showed that
carvacrol at same doses used in this work (12.5, 25 or
50 mg/Kg) did not alter the locomotor activity (number
of crossings) compared to control group. These results
associated to those obtained in forced swimming and tail
suspension corroborate that the antidepressant effect of
carvacrol is independent of alteration on locomotor
activity.

The monoamine hypothesis based on the deficiency of
one or several monoamines is commonly evoked to
explain the physiopathology of depression [28]. This
hypothesis has been associated with an impairment of
serotonergic, noradrenergic and dopaminergic neuro-
transmission [29,30]. Most of the antidepressants cur-
rently used today exert their primary biochemical effects
by regulating synaptic concentrations of serotonin,
noradrenaline and/or dopamine [3,28].

p-chlorophenylalanine, an inhibitor of the enzyme
tryptophan hydroxylase, was administered for four
consecutive days at a dose of 100 mg/kg. Studies have
demonstrated that the administration of PCPA depletes
the endogenous stores of serotonin by about 60% in mice
[31]. In our study, PCPA pretreatment prior to the acute
administration of carvacrol (25 mg/kg) was not effective
in causing a blockade of the anti-immobility effect of the
substance in the forced swimming test. However, PCPA
completely prevented the antidepressant-like effect of
fluoxetine (35 mg/kg, i.p.), used as standard drug.

For the evaluation of the noradrenergic system on the
antidepressant-like effect of carvacrol, animals were
pretreated with o5-adrenoceptor antagonist prazosin
(1 mg/kg, i.p) and the oy-adrenoceptor antagonist

F.H.C. Melo et al.

yohimbine (1 mg/kg, i.p.). Results showed that prazosin
and yohimbine were not able to reverse the antidepres-
sant-like effect of acute administration of carvacrol
(25 mg/kg).

To investigate the involvement of the dopaminergic
system in the antidepressant-like effect of carvacrol, mice
were pretreated with SCH23390 (0.05 mg/kg, i.p.), a
dopamine D; receptor antagonist and sulpiride (50 mg/
kg, i.p.), a dopamine D, receptor antagonist. Our findings
showed that SCH23390 and sulpiride significantly pre-
vented the antidepressant-like effect of acute adminis-
tration of carvacrol (25 mg/kg). SCH23390 and
sulpiride also blocked the anti-immobility effect of
bupropion (30 mg/kg, i.p.), used as standard drug. This
result indicates that, like bupropion, the mechanism
underlying the anti-immobility effect of carvacrol in the
forced swimming test is dependent on the increase in
dopamine levels in the synaptic cleft. In support of the
role of dopamine in the effect of antidepressants, it has
been shown that in different animal models of depres-
sion, such as behavioral despair, learned helplessness
and chronic mild stress, antidepressants seem to act by
increasing dopamine transmission in the limbic system
[32-35].

In conclusion, in this study, experimental evidence
suggests that the mechanism of action of carvacrol in the
forced swimming and tail suspension tests are most likely
dependent on an increase in dopamine levels. However,
further studies are required to clarify the involvement of
other neurotransmitter systems.
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Introduction

Abstract

Objectives Carvacrol (5-isopropyl-2-methylphenol) is a monoterpenic phenol
which is present in the essential oil of oregano and thyme. We have investigated the
behavioural effects of carvacrol in animal models of pain, such as acetic acid-
induced abdominal constriction, formalin and hot-plate tests in mice. The sponta-
neous motor activity of animals treated with carvacrol was investigated using
open-field and rotarod tests.

Methods Carvacrol was administered orally, at single doses of 50 and 100 mg/kg
while indometacin (5 mg/kg), morphine (7.5 mg/kg) and diazepam (2 mg/kg) were
used as standard drugs. Naloxone (1 mg/kg) and r-arginine (150 mg/kg) were used
to elucidate the possible antinociceptive mechanism of carvacrol on acetic acid-
induced abdominal constriction and formalin tests.

Key findings The results showed that carvacrol produced significant inhibitions on
nociception in the acetic acid-induced abdominal constriction, formalin and hot-
plate tests. In the open-field and rotarod tests carvacrol did not significantly impair
the motor performance. The effect of the highest dose of carvacrol in mice in the
acetic acid-induced abdominal constriction and formalin tests were not reversed by
naloxone or L-arginine.

Conclusions Based on these results, it has been suggested that carvacrol presents
antinociceptive activity that may not act through the opioid system nor through
inhibition of the nitric oxide pathway.

Contemporary analgesics, such as opiates and nonsteroidal
anti-inflammatory drugs (NSAIDS), have been widely used
for treatment of chronic pain. These medications are usually
associated with many side effects, including propensity to
lead to tolerance (opiates). As a result, the continuing search
for other alternatives is necessary.?

Since ancient times, natural products have been used as
therapeutic agents.””) Medicinal plants are known to be a sig-
nificant source of new chemical substances with potential
therapeutic effects.””/ Essential oils are natural products
derived from herbs that have a wide use in medicine as anti-
septics, antimicrobials and flavouring in the food industry
and in perfumes.*®

Carvacrol (5-isopropyl-2-methylphenol) is a monoter-
penic phenol found in the essential oil of the family Labiatae

including Origanum, Satureja, Thymbra, Thymus, and Cory-
dothymus species. It is the major component of the essential
oil fraction of oregano and thyme and has been used on a
large scale in the food and cosmetic industries.** It has been
reported that carvacrol has antibacterial, antifungal, antihel-
mintic, analgesic, antioxidant, antimutagenic, antigenotoxic,
antispasmodic, anti-inflammatory, angiogenic, and hepato-
protective activity."”!

Recently, our group made a central nervous system
pharmacological screening for carvacrol, which showed anti-
depressant and anxiolytic effects in mice, when administered
orally.[“"”

Previous studies have demonstrated antinociceptive
properties of carvacrol in mice when administered intra-
peritoneally." This work was undertaken to evaluate the
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antinociceptive effect of carvacrol through the oral route by
using behavioural models of pain, such as acetic acid-induced
abdominal constriction, formalin, and hot-plate thermal
tests, to analyse the involvement of peripheral mechanisms
(nitric oxide/cyclic guanosine monophosphate pathway) and
central mechanisms (opioid system). We analysed the effects
of carvacrol on locomotor activity in animal models using
open-field and rotarod tests.

Materials and Methods
Animals

Male Swiss mice (25-30 g) were used in each experiment. The
animals were provided by the Animal House of the Federal
University of Ceara (Fortaleza, Cear4, Brazil) and maintained
ata controlled temperature (23 = 1°C) witha 12-h dark/light
cycle and free access to water and food. Animals were treated
inaccordance with the current law and the National Institutes
of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals. The
protocol of the experiments were approved in the Ethical
Committee on Animal Research number 95/10 at Federal
University of Ceara, Brazil.

Drugs and treatment

Carvacrol was obtained from Sigma-Aldrich (St Louis, MO,
USA). According to Sigma, the degree of purity is >97%. Car-
vacrol was emulsified with 0.2% Tween 80 (Sigma, USA.) and
dissolved in distilled water. Animals were treated with oral
doses of 50 or 100 mg/kg, one hour before the experiments.
In the acetic acid-induced abdominal constriction test,
animals were also treated with carvacrol at doses of 12.5, 25
and 200 mg/kg. Controls received 0.2% Tween 80 (Sigma,
USA) dissolved in distilled water at the same volume as the
treated groups (10 ml/kg). The following drugs were used:
diazepam (2 mg/kg; Unido Quimica, Sao Paulo, SP, Brazil),
formalin (1%) and acetic acid (0.6%; VETEC QUIMICA
FINA LTDA), indometacin (5 mg/kg; i.p.), morphine hydro-
chloride (7.5 mg/kg; i.p.), naloxone (1 mg/kg; i.p.; opioid
receptor antagonist) and L-arginine (150 mg/kg; i.p.; nitric
oxide (NO) precursor) from Sigma (USA).

To assess the possible involvement of NO in the acetic acid-
induced abdominal constriction test and formalin test, the
animals were pretreated with carvacrol (100 mg/kg, p.o.)
30 min before treatment with L-arginine or vehicle. Thirty
minutes after the last treatment the groups were submitted to
the experiment.

To investigate the involvement of the opioid system in the
acetic acid-induced abdominal constriction and formalin
tests animals were pretreated with naloxone (1 mg/kg; i.p.),
then the groups were treated with carvacrol (100 mg/kg; p.o.)
or vehicle 15 min later. The groups were submitted to the
experiment one hour after the last treatment.

© 2012 The Authors. JPP © 2012

Antinociceptive activity of carvacrol

Experimental protocol

The animals were tested during a lit period, illuminated with
normal light, observed in a closed room with constant tem-
perature (23 = 1°C). All tests were performed on different
days with distinct groups of animals.

Acetic acid-induced abdominal constriction

Abdominal constriction, induced by intraperitoneal injec-
tion of acetic acid 0.6%, consisted of a contraction of the
abdominal muscles together with hind limbs stretching.!"!
The animals were pretreated either intraperitoneally with
indometacin (5 mg/kg), used as positive control, or orally
with carvacrol (12.5, 25, 50, 100 or 200 mg/kg) one hour
before the injection of acetic acid. The control group received
the same volume as the treated groups (10 ml/kg; 0.2% Tween
80). After the treatment, pairs of mice were placed in separate
boxes, and the abdominal constrictions started to be counted
10 min after acetic acid injection, for 20 min. Antinociceptive
activity was expressed as the reduction in the number of con-
strictions i.e. the difference between control animals (0.2%
Tween 80 dissolved in saline solution) and animals pretreated
with carvacrol or indometacin.

Formalin test in mice

Mice were injected with formalin (20 pl 1% formalin) intra-
plantarly under the ventral surface of the right hind paw. The
amount of time spent licking the injected paw was timed with
a chronometer and was considered as indicative of nocicep-
tion. The initial nociceptive response peaked 5 min after for-
malin injection (early phase) and 20-25 min after formalin
injection (late phase), representing the tonic and inflamma-
tory pain responses, respectively."*’ The animals were orally
pretreated with carvacrol (50 or 100 mg/kg), one hour before
the formalin injection or with morphine (7.5 mg/kg), which
was used as positive control, 30 min before the experiment.
The control group received the same volume (10 ml/kg) as
the treated groups.

Hot-plate test in mice

The hot plate (UGO BASILE, model-DS 37) was used to
measure the latencies according to the method described pre-
viously."® In the experiments, the hot plate was maintained
at 55 = 1°C. Before beginning the experiments, the basal
reaction time response of all animals was taken (mice with
baseline latencies of more than 15s were eliminated from
the study). The animals were pretreated with either vehicle
(10 ml/kg, p.o.), morphine (10 mg/kg, i.p.), or carvacrol (50
or 100 mg/kg, p.o.), and they were put on the heated surface
of the plate 30, 60, 90, and 120 min later. The time needed for
the initial response to the painful stimulus (licking the paws
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or jumping) was taken as the defining response, and it was
termed as reaction time. To minimize damage to the animals’
paws, the cut-off time was 45 s.

Open-field test

The open-field area was made of acrylic (transparent walls
and black floor, 30 X 30 X 15 cm) and divided into nine
squares of equal area. This apparatus was used to evaluate the
exploratory activity of the animals."” The observed para-
meters were as follows: number of squares crossed (with
the four paws) and number of groomings and rearings. The
animals were pretreated with vehicle (10 ml/kg, p.o.), diaz-
epam (2 mg/kg, i.p.), or carvacrol (50 or 100 mg/kg, p.o.).

Rotarod test

For the rotarod test, animals were placed with the four paws
on a 2.5 cm diameter bar, 25 cm above the floor, with the
bar turning at 5, 15, or 40 rev/min."® The animals were pre-
treated with vehicle (10 ml/kg, p.o.), diazepam (2 mg/kg,
i.p.), or carvacrol (50 or 100 mg/kg, p.o.). The time of
permanence on the bar was measured (2 min for each
animal), and different groups were used on all the rotating
speeds.

Statistical analysis

Data were analysed by 4.0 Graphpad Prism software (San
Diego, CA, USA). Results are shown as mean * standard
error of the mean (SEM). For the statistical analysis one-way
analysis of variance followed by Student-Newman-Keuls
multiple comparison test were used. P-values < 0.05 were
considered to be significant.

Results

Acetic acid-induced abdominal
constriction in mice

Carvacrol administered orally at doses of 50, 100 and
200 mg/kg significantly decreased the number of constric-
tions as compared with control (control 31.50 * 2.976 (8);
carvacrol-5019 * 2.821(8);carvacrol-10018.50 * 2.318(7);
carvacrol-200 8.714 * 2.112). Indometacin (10 mg/kg), as
expected, decreased the number of constrictions compared
with the control group (indometacin 12.08 = 1.323 (10);
Figure 1). Animals treated with carvacrol at 12.5 and
25 mg/kg did not significantly alter the number constrictions.

The results in Figure2 show that the pretreatment
with naloxone (1 mg/kg; i.p.) and r-arginine (150 mg/kg)
was not able to reverse the antinociception promoted by
carvacrol, with a dose of 100 mg/kg, as compared with the
control group (control 27.73 * 2.566 (10); carvacrol-100
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Figure 1 Acetic acid-induced abdominal constriction test of groups
of mice which received either vehicle, carvacrol or indometacin. The
figure shows number of abdominal constrictions. Carvacrol: (CVC) 12.5;
25, 50, 100 or 200 mg/kg; indometacin (INDO) 5 mg/kg. **P < 0.01;
***P < 0.001 analysis of variance and Student-Newman-Keuls as the
post hoc test.
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Figure 2 Acetic acid-induced abdominal constriction test of groups
of mice which received vehicle, carvacrol, carvacrol + L-arginine or
carvacrol + naloxone. The figure shows number of abdominal constric-
tions. Carvacrol (CVC) 100 mg/kg; L-arginine (L-ARG) 150 mg/kg; nalox-
one (NAL) 1 mg/kg. **P<0.01; ***P < 0.001 analysis of variance and
Student-Newman-Keuls as the post hoc test.

15.32 = 2.474 (10); carvacrol + L-arginine 8.500 * 2.847 (8);
carvacrol + naloxone 14.13 * 1.894 (8)).

Formalin test in mice

In the formalin test, the groups treated with carvacrol
100 mg/kg and morphine 7.5 mg/kg significantly decreased
the licking time during the early phase (control
53.53 +2.661 (10); carvacrol-100 37.11 * 3.307 (10);
morphine 2.000 = 0.8660 (8)) and late phase (control
21.88 £ 3.641 (10); carvacrol-100: 0.7207 * 0.5415 (10);
morphine 2.000 = 0.8660 (8)) as compared with control.
However, animals treated with carvacrol 50 mg/kg
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Figure 3 Formalin test of groups of mice which received vehicle,
carvacrol or morphine. The figure shows paw licking time (s) at the early
and late phases. Carvacrol: (CVC) 50 or 100 mg/kg; morphine (MORP)
7.5 mg/kg. **P < 0.01; ***P < 0.001 analysis of variance and Student-
Newman-Keuls as the post hoc test.

significantly decreased the licking time only during the late
phase (carvacrol-50 1.381 * 0.8284 (10)) as compared with
control (Figure 3).

Similarly to those results observed in acetic acid-induced
abdominal constriction test, Figure 4 shows that pretreat-
ment with naloxone (1 mg/kg; i.p.) or L-arginine (150 mg/
kg) was not able to reverse the antinociception promoted by
carvacrol with a dose of 100 mg/kg on both early (control
80.47 *+ 7.169 (10); carvacrol-100 42.61 * 4.418 (10); car-
vacrol + L-arginine 49.39 * 10.78 (8); carvacrol + naloxone
35.49 * 4.914 (8)) and late phase (control 15.70 * 2.317
(10); carvacrol-100 0.1931 * 0.1931 (10); carvacrol +
L-arginine 0.2575 * 0.2575 (8); carvacrol + naloxone
35.49 * 4.914 (8)) when compared with the control group.

Hot-plate test in mice

In the hot-plate test (Table 1), carvacrol increased the
reaction time (latency time) at 60 min at doses of 50 and
100 mg/kg. In addition, morphine (7.5 mg/kg) caused, as
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Figure 4 Formalin test of groups of mice which received vehicle,
carvacrol, carvacrol + L-arginine or carvacrol + naloxone. The figure
shows paw licking time (s) at the early and late phases. Carvacrol (CVC)
100 mg/kg: L-arginine (L-ARG) 150 mg/kg; naloxone (NAL) 1 mg/kg.
*P<0.01; ***P<0.001 analysis of variance and Student-Newman-
Keuls as the post hoc test.

expected, a significant increase in the reaction time in the
hot-plate test at all temperatures measured.

Open-field test

In the open-field test (Figure 5), at dose of 100 mg/kg, carvac-
rol did not significantly alter the number of crossings and
rearings compared with respective controls, however, it sig-
nificantly decreased the number of groomings as compared
with control. Animals treated with diazepam (2 mg/kg)
decreased the number of crossings (control 44.71 * 3.998
(7); carvacrol-100: 37 * 5.487 (8); diazepam 27.14 * 1.280
(7)), groomings (control 2.250 % 0.25 (7); carvacrol-100
1.125 £ 0.125 (8); diazepam 0.9 % 0.2769 (7)) and rearings
(control 4.375 * 0.6797 (7); carvacrol-100: 4.875 * 0.8952
(8); diazepam 2.125 * 0.5154 (7)) as compared with the
control group.

Rotarod test

Carvacrol at doses of 100 mg/kg did not alter the time of
permanence on the bar at 5, 15, or 40 rev/min, as compared
with the control group. Diazepam (2 mg/kg) decreased
these parameters (at 5 rev/min: control 119.2 * 0.3329 (8);
carvacrol-100 119.3 =+ 0.5261 (8); diazepam 97 * 5.041 (8);
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Table 1 Hot-plate test basal reaction time (s) after oral administration of vehicle, carvacrol or morphine to mice

Basal reaction time (s)

Group 0 min 30 min

60 min 90 min

120 min

Control 9.078 = 1.722(9)
Carvacrol 50 mg/kg  11.23 %= 1.276(10) 17.21 = 3.448(10)
Carvacrol 100 mg/kg  8.170 * 1.412(10) 18.40 = 3.727 (10)
Morphine 7.5mg/kg  20.30 % 1.169 (10)***  30.01 = 4.220 (10)**

9.578 = 1.659 (9)

6.278 = 1.315(9)
13.00 + 2.258 (10)*
12.06 = 1.278 (9)*
19.40 + 2.267 (10)***  25.70 * 3.358 (8)*** 28.01 + 2.545 (10)***

7.289 = 1.243(9)
9.340 = 1.274(10)
7.600 % 2.315(10)

6.700 * 1.097 (9)
9.980 + 1.613(10)
6.760 * 0.7267 (10)

The results are given as mean = SEM. The number in parentheses refer to number of animals tested. Significant differences compared with the control.
*P < 0.05; ***P < 0.001: analysis of variance and Student-Newman-Keuls as the post hoc test.

at 15 rev/min: control 116.8 * 0.9086 (8); carvacrol-100:
113.6 * 2.519 (8); diazepam 93 * 4.166 (8); at 40 rev/min:
control 81.89 * 4.120 (8); carvacrol-100: 72.3 * 4.637 (8);
diazepam 66 * 1.390 (8)) as compared with the control
group (Figure 6).

Discussion

The acetic acid-induced abdominal constriction method is
one of the most well-described and utilized models used in
studying antinociceptive activity.""**” The abdominal con-
striction response induced by acetic acid is a sensitive proce-
dure to evaluate peripheral and central acting analgesics. It
has previously been reported that reduction in the amount of
constriction induced by acetic acid may be associated with
several drugs by acting through different mechanisms, then
being considered a nonselective antinociceptive test.”" In
general, acetic acid causes pain through the release of endog-
enous substances such as serotonin, histamine, prostaglan-
dins (PGs), bradykinins and substance P.*'*) The method has
been associated with the production and release of arachi-
donic acid metabolites via cyclooxygenase and prostaglandin
biosynthesis, increasing levels of PGE,, PGF,, and PGI, in
peritoneal fluids, as well as lipoxygenase products.'®!

Our results indicated that carvacrol at doses of 50,100 and
200 mg/kg was able to reduce the number of constrictions in
mice, showing for the first time its antinociceptive effect;
doses lower than 50 mg/kg did not show antinociceptive
activity. To assess a possible antinociceptive mechanism, we
examined the effect of naloxone (a nonselective opioid recep-
tor antagonist) in the acetic acid-induced abdominal con-
striction test. The dose of naloxone (1 mg/kg, i.p.) used in
the experiments was high enough to block opiate receptors,
as demonstrated previously in the pain-induced functional
impairment model.'”*) However, in this study, naloxone was
not able to reverse antinociception caused by carvacrol
(100 mg/kg), which suggested that the activation of opioid
receptors might not have been involved in the antinociceptive
effect of carvacrol.

To investigate the possible peripheral mechanisms in the
antinociceptive action of carvacrol, the involvement of the
NO pathway was analysed. It is well known that NO and cyclic

guanosine monophosphate (cGMP) are involved in antinoci-
ception.?” NO is an endogenous activator of guanylyl cyclase
and causes intracellular cGMP accumulation.” NO is found
to be involved in all three levels of the pain pathway, at the
peripheral, the dorsal horn and the cerebral cortex.”!
However, researchers have reported that NO plays both noci-
ceptive and antinociceptive roles in the vr-arginine/NO/
c¢GMP pathway in peripheral tissues.”’*" Our group has
shown that L-arginine increased nociceptive-related behav-
iour in the second phase of the formalin test and reversed
the antinociceptive effect of drugs acting under the
NO-pathway.”!! This fact suggested that NO had a pro-
nociceptive effect in this test. In our research, antinociception
of carvacrol in the acetic acid constriction test was not
reversed when used in combination with vr-arginine, a
precursor of NO synthesis.

The formalin model of nociception is a well-described
method that discriminates pain in its central and/or periph-
eral components. It has been reported that formalin-induced
persistent pain in mice paws produced a distinct biphasic
nociception.”? The early phase (0-5 min after formalin
injection), characterized by intense neurogenic pain, starts
immediately after the injection and is probably a direct result
of stimulation of nociceptors in the paw and reflects centrally
mediated pain. The late phase of moderate pain (2040 min)
seems to be caused by a release of serotonin, histamine,
bradykinin, and prostaglandins and at least to some degree,
the sensitization of central nociceptive neurons.?>***!

Central analgesics, such as narcotics, inhibit both phases,
while peripherally-acting drugs, such as steroids (hydrocorti-
sone, dexamethasone) and NSAIDs suppress mainly the late
phase.™ In this test, carvacrol at 100 mg/kg significantly
reduced the duration of the paw licking (s) in both first and
second phase of the formalin test. However, at 50 mg/kg car-
vacrol was only able to reduce paw licking (s) in the second
phase. For the evaluation of the possible antinociceptive
mechanism on formalin test, animals were pretreated
with naloxone (1 mg/kg) or L-arginine (150 mg/kg). Results
showed that, similar to previous results shown in the acetic
acid abdominal constriction test, naloxone and L-arginine
were not able to reverse the antinociceptive effect of carvacrol
(100 mg/kg).
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Figure 5 Open-field test of groups of mice which received vehicle,
carvacrol or diazepam. (a) Number of squares crossed. (b) Rearing.
(c) Grooming. Carvacrol (CVC) 100 mg/kg; diazepam (DZP) 2 mg/kg. The
results are presented as mean * SEM. Significant difference compared
with control (*P < 0.05; **P < 0.01). Analysis of variance and Student-
Newman-Keuls as the post hoc test.

The hot-plate test is a central antinociceptive test that
produces, at constant temperature, two kinds of behavioural
response, which are paw-licking and jumping. Both of these
behaviours are considered to be supraspinally integrated
responses.**** The present data showed that carvacrol at
both doses (50 and 100 mg/kg) increased the reaction time in
the hot-plate test only at 60 min.
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Figure 6 Rotarod test of groups of mice which received vehicle, carvac-
rol, or diazepam. The figure shows time of permanence (s). Carvacrol
(CVC) 100 mg/kg; diazepam (DZP) 2 mg/kg. The results are presented as
mean *+ SEM. Significant difference compared with control (*P < 0.05;
***P < 0.001). Analysis of variance followed by Student-Newman-Keuls
as the post hoc test.

These results suggested a central involvement in the anti-
nociceptive effect of carvacrol, however the opioid receptor
probably was not related to this action as well as NO.

Data in the literature demonstrated that drugs such as
muscle relaxants, sedatives and psychomimetics may show
activity in the acetic acid abdominal constriction and hot-
plate tests. Our group previously studied the effects of oral
administration of 50 mg/kg carvacrol in the open-field and
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rotarod tests.!""! Carvacrol at 100 mg/kg, similar to our previ-
ous findings, had no significant effect on the open-field and
rotarod tests, suggesting that carvacrol did not present seda-
tive and myorelaxant activity.

Conclusions

The main goal of this work was to demonstrate for the first
time the antinociceptive activity of carvacrol in chemical
and thermal-induced nociception models. The central effects
of carvacrol were not clear once naloxone failed to revert
the action of carvacrol in the acetic acid abdominal constric-
tion and formalin tests, showing the lack of participation of
the opioid system in antinociceptive effects of carvacrol. In
addition, L-arginine failed in reverting the effect of carvacrol

Francisca Helvira Cavalcante Melo et al.

in both tests, probably signifying no NO involvement in
this action. Therefore, further studies are required to clarify
the mechanisms involved in the antinociception effect of
carvacrol.
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