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RESUMO

Carvacrol (5-Isopropil-2-metilfenol) ¢ um monoterpeno fenolico presente nos oOleos
essenciais de diversas plantas. E o principal constituinte dos dleos essenciais de orégano
e thyme. Este trabalho apresenta as a¢des comportamentais do carvacrol em modelos
animais de ansiedade, depressdo, sedagdo e convulsdo, tais como labirinto em cruz
elevado (LCE), campo aberto, rota rod, tempo de sono induzido por pentobarbital,
convulsdo induzida por pentilenotetrazol, nado forgado e suspensdo da cauda. Carvacrol
(CVC) foi administrado oralmente, em camundongos machos, em doses tnicas de 12,5;
25 e 50 mg/kg. Os resultados mostraram que o CVC, nas trés doses estudadas, ndo
alterou a atividade motora no teste do rota rod nem o numero de cruzamentos no teste
do campo aberto. Entretanto, CVC diminuiu o nimero de grooming no teste do campo
aberto. No LCE, CVC nas doses estudadas aumentou todos os parametros observados,
sugerindo um possivel efeito ansiolitico. O flumazenil, um antagonista dos receptores
GABA s/Benzodiazepinico, foi capaz de reverter esse efeito. CVC nio alterou a laténcia
de sono e a duracdo do sono no teste do tempo de sono induzido por pentobarbital. CVC
também apresenta um efeito antidepressivo, pois o tratamento agudo desta substincia
diminuiu o tempo de imobilidade nos testes do nado for¢ado e da suspensdo da cauda,
sem apresentar mudangas da ambulagdo no teste do campo aberto. Este efeito do CVC
(25 mg/kg) ndo foi revertido pelo pré-tratamento dos animais com p-clorofenilalanina
(PCPA, um inibidor da sintese de serotonina), prasozina (um antagonista dos receptores
aj-adrenérgicos) e ioimbina (um antagonista dos receptores op-adrenérgicos). Em
contrapartida, o pré-tratamento dos animais com SCH23390 (um antagonista dos
receptors D;-dopaminérgicos) ou sulpirida (um antagonista dos receptors D,-
dopaminérgicos) reverteu completamente o efeito antidepressivo do CVC (25 mg/kg) no
teste do nado forgado. No teste da convulsdo induzida por pentilenotetrazol, CVC nio
foi capaz de proteger os animais das convulsdes ou diminuir a laténcia de morte. Os
dados obtidos sugerem que o CVC apresenta efeitos ansioliticos, provavelmente
relacionados com o sistema GABAérgico e efeitos antidepressivos, que parecem
depender da sua interagdo com o sistema dopaminérgico, mas ndo com os sistemas
serotonérgico e noradrenérgico.

Palavras-chave: Carvacrol. Efeito Ansiolitico. GABA. Efeito Antidepressivo. Sistema
Dopaminérgico.



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. This work presents the behavioral effects of carvacrol in animal
models of anxiety, depression, sedation and convulsion, such as, elevated plus maze
(EPM), open field, rota rod, barbiturate-induced sleeping time, pentilenetetrazole-
induced seizures, forced swimming and tail suspension tests. Carvacrol (CVC) was
administered orally, to male mice, at single doses of 12.5; 25 and 50 mg/kg. The results
showed that CVC had no effect on the spontaneous motor activity in the rota rod test
nor in the number of squares crossed in the open field test. However, CVC decreased
the number of groomings in the open field test. In the plus maze test, CVC increased all
the observed parameters in the EPM test, suggesting a possible anxiolytic effect.
Flumazenil, an antagonist of GABA/Benzodiazepinic receptors, was able to reverse
these effects of CVC. Therefore, CVC did not alter the sleep latency and sleeping time
in the barbiturate-induced sleeping time test. CVC also presented an antidepressant
activity since that the acute treatment of this substance 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 CVC (25 mg/kg) was
not prevented by pre-treatment of mice with p-chlorophenylalanine (PCPA, an inhibitor
of serotonin synthesis), prazosin (an o;-adrenoceptor antagonist) and yohimbine (o,-
adrenoceptor antagonist). On the other hand, the pre-treatment of mice with SCH23390
(a dopamine D; receptor antagonist) or sulpiride (a dopamine D, receptor antagonist)
completely blocked the antidepressant-like effect of CVC (25 mg/kg) in the forced
swimming test. In the pentilenetetrazole induced seizures test CVC was not able to
protect the animals from seizures nor increase the death time. The data suggest that
CVC presents anxiolytic effects, probably related with GABAergic system and
antidepressant effects that seems to be dependent on its interaction with the
dopaminergic system, but not with the serotonergic and noradrenergic systems.

Keywords: Carvacrol. Anxiolytic Effect. GABA. Antidepressant Effect. Dopaminergic
System.
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1 INTRODUCAO

1.1 Carvacrol

Compostos que apresentam atividade bioldgica e sdo derivados de fontes
naturais (plantas, animais e 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 a
ntihipertensivos, 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 dleos essenciais s@o produtos naturais derivados de plantas aromadticas 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 oOleos
essenciais sdo misturas variaveis de terpendides que incluem monoterpenos (Cjo),
sesquiterpenos (C;s) e diterpenos (Cy). Também estdo incluidos uma variedade de
hidrocarbonetos alifaticos de baixo peso molecular, acidos, alcéois, aldeidos, ésteres
aciclicos ou compostos que contém N e S, tais como cumarinicos ¢ homdlogos

fenilpropanodides (CHAVES et al., 2008).

Carvacrol (5-isopropil-2-metil-fenol), um monoterpeno de peso molecular
150,21 g/mol (fig. 1) € o principal componente dos 6leos essenciais de orégano e thyme
(tabela 1) (ARREBOLA et al., 1994; LAROUGI et al, 1993; MULINACCI et al., 1996;
BIMCZOK et al., 2008). O género Thymus (thyme), uma planta aromatica e medicinal,

inclui numerosas espécies com caracteristicas botanicas diferentes e uma ampla
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heterogeneidade quimica. A denominacdo “orégano” ¢ atribuida a um vasto numero de
espécies em mais de uma duzia de géneros em diferentes familias (NHU-TRANG et al.,
2006). Sendo também encontrado em plantas do género Lamiaceae, o carvacrol esta
sempre acompanhado pelo seu isémero 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 alim entos apresentam 6leos essenciais ou

carvacrol em sua composicao (BURT, 2004).

CHs OH CH;

H3C OH CH-

CHj H-C

Figuras 1 e 2. Estruturas quimicas do carvacrol e timol
Fonte: http://www.sigmaaldrich.com

Ja tem sido descrito que thyme 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 oleos essenciais de thyme estdo relacionadas ao seu grande teor fendlico (BURT et
al, 2007), sendo utilizado como um desinfetante oral em preparagdes farmacéuticas e
agente flavorizante em produtos alimenticios (AHMED FARAG et al., 1995). Os
principais constituintes de monoterpenos oxigenados sao 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 e odor acre (KIMURA et
al., 2006). As diferencas no sabor e odor dos Oleos essenciais sdo decorrentes das
diferentes propor¢des de isomeros fenolicos. Acredita-se que a producdo de timol e
carvacrol dependa de variagdes externas, como solo, condi¢gdes climdticas, época de
colheita e quantidade de dgua a que a planta ¢ exposta. Aparentemente, estes fatores
favorecem a formagdo de um isomero ou de outro (CHAMI et al., 2004). Também ¢
estabelecido na literatura que ndo existe uma relagdo clara e direta dessa influéncia de
condi¢des ambientais e as percentagens de timol e carvacrol (ABU-LAFI et al., 2008).

Timol e carvacrol sdo utilizados na fitoterapia como antisépticos, antiespasmodicos,
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tonico e contra gases intestinais. O uso na medicina popular e como conservantes

naturais tem se tornado limitado devido a sua insolubilidade em agua, sublimagio e

decomposicio 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 dleos 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

S.

hortensis

357,8

373,0

S. 0. 0.

montana  dictaminus majorana

60,0 36,52 :
105,0 - 17,03
. - 34
. - 4,65
- 55,0 4,47
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Fonte: De Vincenzi et al. (2004)

Estudos tém demonstrado que d6leos essenciais de orégano e thyme sdo efetivos
contra estirpes de E. 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 agdo 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 antifingico dos Oleos 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¢do do crescimento de B. cinerea €
leveduras (CHAMI et al., 2004; MARTINEZ-ROMERO et al., 2007; ARORA; KAUR,
1999).

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

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

As aplicagdes dos Oleos essenciais como agentes antimicrobianos usados em
alimentos ¢ desencorajada devido a perda da atividade antimicrobiana em decorréncia
da sua volatilidade e lipolicidade. A quantidade de dleo essencial necessdria para
exercer atividade antimicrobiana ¢, na maioria das vezes, maior do que a quantidade
usada como flavorizante e estd associada a efeitos adversos sensoriais. O forte aroma
dos dleos essenciais pode ser resolvido com o uso de métodos desaromatizantes. E
essencial encontrar um equilibrio entre as propriedades antimicrobianas e a
desaromatizacdo (CHAIBI et al., 1997). Também ¢ recomendado associar o uso de

Oleos essenciais ou seus compostos a outras técnicas de preservacdo e a reducdo de
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temperatura ¢ pH ou usando uma combinagdo sinérgica dos Oleos essenciais e seus
compostos, como a associagdo de carvacrol e p-cymene, o que permite uma diminui¢éo
da concentragdo usada e efeitos adversos sensoriais menos expressivos

(BAGAMBOULA et al., 2004).

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 preservacdo de alimentos. Este estudo também
demonstrou que o timol e carvacrol inibem a peroxidacdo 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 uM juntamente com 100 uM
de H,0O, 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 acdo 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 € um agente
antioxidante mais eficaz que seu isomero carvacrol devido ao maior impedimento

estérico do grupo fenolico no timol em comparagdo ao carvacrol.

Alguns autores sugerem que o carvacrol apresenta um potencial como droga
antitumoral (ZEYTINOGLU et al., 2003). Estudos de células neopléasicas 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 inibicdo 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
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(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 reperfusio.

Recentemente 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 envolvendo a via de transducdo de liberagdo do calcio no reticulo

sarcoplasmatico (PEIXOTO-NEVES et al., 2009).

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 populacdo 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 Hipocrates 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, agitacio e desconforto gastrico leve,
que podem ser uma resposta a uma situagdo ou estimulo ameacador. Enquanto o medo ¢
especifico, a ansiedade € considerada difusa e desfocada. (KEELEY; STORCH, 2009).
O Manual de Diagndstico e Estatistica de Transtornos Mentais, IV Revisdo (DSM-IV),
classifica como transtornos de ansiedade: transtorno de ansiedade generalizada (TAG),
transtorno do panico, agorafobia, fobia social (FS), transtorno obsessivo compulsivo
(TOC), fobias especificas e transtorno de estresse pos-traumatico (TEPT) (KINRYS;
WYGANT, 2005).

Estes transtornos afetam negativamente o funcionamento das atividades didrias e
aumentam o risco de desenvolvimento de outros tipos de desordens, além de apresentar

conseqiiéncias relevantes na economia da sociedade (REARDON et al.,, 2009;
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KONNOPKA et al., 2009). De acordo com estudos epidemioldgicos, os transtornos da
ansiedade sdo disturbios 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 ¢ 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 psiquidtricas em compara¢do 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).

Individuos que apresentam disturbios 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 separacdo e divorcio (CASSIDY et al, 2009).

Dos varios 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).

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

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

O 4cido y-aminobutirico (GABA) € o principal neurotransmissor inibitorio do
sistema nervoso central (SNC), tendo sua acdo mediada pelos receptores GABA,,

GABAg e GABA( (SMITH; SIMPSON, 2003).

Os receptores GABA, (fig. 3) sdo receptores ionotrdpicos (ligados a canais

ionicos), formados por multiplas combinagdes de subunidades. Estudos moleculares
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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 (a6, B1-3, Y1-3, P1-3, O, &, T, 8) (ALLEN et al., 2009).

Existe uma forte associacdo entre 0 GABA, e a ansiedade, visto que um grande
nimero de agentes ansioliticos — alcool, barbitdricos, benzodiazepinicos - atuam como
agonistas desse receptor (CHRISTMAS et al., 2008). A atividade do receptor GABA, ¢
mediada por um grande nimero 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 e aumentando
a afinidade entre 0 GABA e o seu sitio receptor na subunidade . O resultado ¢ a
abertura do canal de cloreto, influxo de ions cloreto e conseqiiente hiperpolarizagdo da
célula (SONAVANE et al., 2002; FEREN et al., 2006). O aumento da condutancia dos
ions de cloreto, induzido pela interagdo dos benzodiazepinicos com o GABA, assume a
forma de um aumento na freqiiéncia de eventos de abertura do canal (KATZUNG,

2008).

Diferentes subtipos de receptores GABA, parecem mediar diferentes efeitos
farmacoldgicos, com o subtipo a; associado a sedagdo, amnésia e propriedades
anticonvulsivantes, enquanto as subunidades o, estdo envolvidas com as agdes
ansioliticas e miorrelaxantes. Este efeito tem levado a sugestdo de que
benzodiazepinicos seletivos podem produzir efeitos hipnoticos mais especificos que

benzodiazepinicos ndo-seletivos (FEREN et al., 2006; KATZUNG, 2008).

O receptor metabotropico GABAgp apresenta sete dominios transmembrana
acoplados a proteina G do receptor (GPCR) com homologia ao receptor metabotrdpico
de glutamato e tem um alto peso molecular (YAMADA et al., 1999). O receptor
GABAg existe como uma combinac¢do de duas subunidades, heterodimero GABAgg; €
GABAgr> (ALLEN et al., 2009). Exerce efeitos de inibi¢do pré e pds-sinaptica através
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 GABAjp utilizado no tratamento da
espasticidade. Os antagonistas GABAg ainda ndo t€ém aplicacdo clinica (RANG et al.,

2007).
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O receptor GABA(¢ € um receptor ionotrépico 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: 4, y e & Tem
distribuicdo menos ampla que os subtipos A e B, sendo encontrado na retina, medula

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

Extracelular

Canal ibnico

Intracelular “\

Figura. 3. Receptor GABA 4
Fonte: Katzung (2008)

1.3 Depressao

A depressdo ¢ uma doenca de curso episddico ou cronico, debilitante e que
apresenta uma alta incidéncia, sendo uma grande preocupacdo na saide publica.
(HELLION-IBARROLA et al., 2006; GALDINO, 2009). Segundo a Organizago
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 doenga (ANSSEAU et al.,

2009).
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Estima-se que em 2020 a depressdo serd a segunda maior causa de incapacidade
no mundo (MARTIN et al., 2007; CONKLIN et al., 2009). Os individuos deprimidos
apresentam anedonia (dificuldade em experimentar experiéncias 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 corondrias e diabete do tipo 2 (KRISHNAN; NESTLER, 2008). E
freqlientemente 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 depressdo na infancia (LIMA, 1999).

Depressdo pos-parto ¢ uma complicagdo comum da gravidez, afetando entre
10% e 15% das mulheres durante o periodo pos-natal. Tém sido relatadas taxas de
depressdo pos-parto de 28% a 48% em maes adolescentes e taxas de até 38% em
mulheres que vivem em condi¢gdes 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
debilita¢do da saide, doenga crdnica, preocupacdes financeiras, mudangas ambientais,
restricdes de mobilidade, perda da vida social e comprometimento cognitivo (CHEN et
al., 2009; GUMARAES; CALDAS, 2006). Um estudo realizado na cidade de Pelotas
(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



28

cérebro. Esta hipotese foi originada a partir de observagdes clinicas, onde foi observado
que a imipramina ¢ 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 transmissdo 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, 2008).

O precursor metabolico da dopamina e da noradrenalina é a L-tirosina, um
aminoacido aromadtico. A tirosina-hidroxilase ¢ uma enzima citosolica que catalisa a
conversdo da L-tirosina em diidroxifenilalanina (dopa). A etapa seguinte consiste na
conversdo da dopa em dopamina, reagdo catalisada por uma enzima também citosdlica,
a L-dopa descarboxilase. Nas vesiculas sindpticas das terminagdes nervosas
adrenérgicas, ocorre a conversdo de dopamina em noradrenalina, através de uma reacéo

catalisada pela enzima dopamina-B-hidroxilase (RANG et al., 2007).

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 coordenacio
dos movimentos voluntarios. A terceira ¢ o sistema tuberoinfundibular, que esta
relacionada com a inibi¢do fisioldgica da secre¢do de prolactina. O quarto sistema
dopaminérgico ¢ a via medular-periventricular € o quinto € a via-incerto-hipotalamica

(KATZUNG, 2008).

Foram identificados cinco tipos de receptores dopaminérgicos: Dy, Dy, D3, D4 €
Ds. Esses receptores sdo distribuidos em duas familias distintas, os grupos dos
receptores semelhantes a D; e semelhantes a D, (KATZUNG, 2008). O receptor D,
ativa a adenilato ciclase e localiza-se principalmente no putame, no nucleo accumbens e
no nucleo olfatorio. O segundo membro dessa familia € o receptor Ds, que também atua

ativando a adenilato ciclase e ¢ encontrado no hipocampo e hipotdlamo. O receptor D,
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atua inibindo os canais de calcio e abrindo os canais de potassio, sendo encontrado tanto
pré quanto pos-sinapticamente em neurdnios no caudado putame, nucleo accumbens e
tubérculo olfatério. Um segundo membro dessa familia é o receptor Di, que atua
inibindo a adenilato ciclase e localiza-se no coértex 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, 2008).

Via Via
tubero-hipofisaria nigro-estriatal

Via
mesocortial

DOPAMINA .
: Via
mesolimbica

Figura 4. Vias dopaminérgicas no encéfalo

Fonte: Rang et al. (2007)

Nota: A localizag@o dos principais grupos de corpos celulares e tratos de fibras é mostrado em laranja.
Am, nucleo amigdaldide; C, cerebelo; Hip, hipocampo; H, hipofise; Hipot, hipotalamo; Tam, talamo; SN,
substancia negra; Ac, nicleo accumbens; Sep, septo; Str, corpo estriado

Os neurdnios 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: a;, oy, B1, B2 € B3 (Quadro 1). Todos os subtipos
de receptores noradrenérgicos sdo metabotropicos. Os receptores o; atuam ativando a
fosfolipase C, com conseqiiente producgdo de trifosfato de inositol e diacilglicerol como

segundos mensageiros, enquanto os receptores o, inibem a adenilato ciclase e diminuem
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a produgcdo de AMPc. Todos os tipos de receptores P-adrenérgicos estimulam a

adenilato ciclase e a produ¢do de AMPc (RANG et al., 2007; KATZUNG, 2008).

Quadro 1. Distribui¢do dos subtipos de receptores adrenérgicos

Receptor

(171

173

B

)

Bs

Fonte: Katzung (2008)

Tecido
Musculo liso vascular;
Musculo dilatador pupilar;
Musculo liso pilomotor;
Prostata;
Coragdo
SNG;
Plaquetas;
Terminag¢des nervosas;
Musculo liso vascular;
Células adiposas

Coragdo

Musculo liso respiratorios,

uterino e vascular;
Musculo esquelético;
Figado

Células adiposas

Acdes
Contragdo;
Contragao;

Eregdo dos pélos;
Contragao

Efeito inotropico +
Multiplas;
Agregacio;

Inibe libera¢do de transmissores

Contracdo;

Inibigo da lipolise

Efeitos inotropicos e

cronotrdpicos +
Relaxamento;
Captagdo de potassio;

Ativa a glicogenolise

Ativa a lipolise
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e

NORADRENALINA
NTS

Medula espinal

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

Fonte: Rang et al. (2007)

Nota: Outras abreviaturas, iguais as da Fig. 2

A 5-HT ¢ sintetizada por uma via em duas etapas, a partir do aminoécido
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
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receptor 5-HTj3, 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

Localizacao

SNC

SNC; musculo liso

vascular

SNC; vasos sanguineos

SNC; SNP; musculo

liso; plaquetas

Fundo géstrico

SNC; plexo cordide

SNC; SNP

SNC; SNP

SNC

SNC

SNC; trato GI; vasos

sanguineos

Fonte: Rang et al. (2007)

Principais efeitos

Inibi¢do neuronal

Inibigdo pré-sinaptica

Vasoconstrigdo cerebral

Excitag¢do neuronal

Contragdo

Secre¢do de LCR

Excitag¢do neuronal

Excitag¢do neuronal

Desconhecidos

Desconhecidos

Desconhecidos

Segundo mensageiro

|AMPc

|AMPc

|AMPc

11P3/DAG

11P5/DAG

11Py/DAG

Nenhum

1AMPc

Desconhecido

Desconhecido

1AMPc

Os transtornos depressivos sdo geralmente tratados com compostos que inibem a

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

recaptacdo das monoaminas ¢ de suma importdncia para a finalizagdo da agdo do
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neurotransmissor na fenda sindptica, sendo mediado por um carreador ¢ dependente de

energia (AMARA; KUHAR, 1993).

O uso de antidepressivos triciclicos e inibidores da monoamina oxidase sdo
associados com muitos efeitos adversos e tem seguranga limitada na overdose. Os
inibidores seletivos de recaptagdo de serotonina sio mais seguros em caso de
superdosagem, mas estdo associados com disfuncdo sexual e nduseas (ANDREASEN et

al., 2009).

SEROTONINA

Nucleos da rafe

Medula espinal

Figura 6. Vias da 5-hidroxitriptamina no encéfalo.
Fonte: Rang et al. (2007)
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 neuropldsticas secundarias
produzidas em decorréncia da recaptagdo das monoaminas. Uma dessas mudangas € a

supra-regulacdo (aumento) no cdrtex cerebral do receptor 5-HT ;g durante o tratamento
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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-regulacio (redugdo) na atividade de
alguns receptores. Um aumento da transmissdo serotonérgica pode constituir um afeito a

longo prazo comum dos antidepressivos (KATZUNG, 2008).

A resposta ao uso de antidepressivos € variavel, 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 ndo 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).

Além da hipdtese monoaminérgica, existe o estudo do fator neurotropico
derivado do cérebro. O fator neurotropico derivado do cérebro (BDNF) é uma pequena
proteina dimérica neuroprotetora € um membro da familia das neurotrofinas, largamente
expressas no cérebro adulto dos mamiferos. O BDNF desempenha um papel critico no
desenvolvimento e manutencdo do sistema nervoso central e periférico, na
sobrevivéncia e proliferacdo neuronal. Estudos pré-clinicos e clinicos demonstraram que

o estresse e a depressdo levam a redugdo do volume total do hipocampo e perda celular
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no sistema limbico. Outros estudos indicam que a depressdo em modelos animais esta
associada com reducdo de niveis de BDNF no cérebro e a administragdo central de

BDNF reverte tais estados (YULUG et al., 2009).

1.4 Epilepsia e convulsiao

O termo convulsdo refere-se a alteragdo transitdria do comportamento recorrente
do disparo ritmico, sincronico e desordenado de populagdes de neurdnios cerebrais. Ja o
termo epilepsia refere-se a um distirbio da fun¢do cerebral caracterizado pela

ocorréncia periddica e imprevisivel de convulsdes (BRUNTON, 2006).

A epilepsia ¢ o segundo distarbio neurologico mais comum depois do acidente
vascular cerebral, afetando 0,5 a 1% da populagdo (ALI et al., 2004). Atualmente, uma
grande variedade de técnicas visando conter e controlar as convulsdes tém sido
empregadas, como a yoga, o uso de medicamentos e a cirurgia, embora o uso de
medicamentos continue a ser essencial no tratamento da epilepsia (GUPTA;
MALHOTRA, 2000). Contudo, os medicamentos antiepilépticos cldssicos ndo sdo
universalmente eficazes ou invariavelmente seguros (DESAI et al., 1995). Em muitos
pacientes, substdncias como fenobarbital, fenitoina, benzodiazepinicos, valproato de
sodio, carbamazepina, entre outras, sdo incapazes de controlas as convulsdes de maneira
eficaz (KASTURE et al., 2002). Além disso, os efeitos adversos associados ao seu uso

limitam o tratamento (Mc NAMARA, 1996).

A inibi¢do ou excita¢do neuronais dependem das concentracdes intracelulares de
Ca” e Na” e das concentracdes extracelulares de K, assim como do balanco entre as
transmissoes inibitdrias GABA¢érgicas e adenosinérgicas e a transmissdo excitatoria
glutamatérgica (OZBAKIS-DENGIZ; BAKIRCI, 2009). Até entdo, a pesquisa em
epilepsia tem focado largamente a neurotransmissio GABA¢érgica e glutamatérgica,
assim como o envolvimento dos canais i0nicos de Ca2+, Na' e K', visto que os
antiepilépticos usados na atualidade atuam em um ou mais desses sistemas

(ROGAWSKI, 1998; BONNET et al., 2000).
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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 substincias

farmacologicamente ativas.

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

demonstrado possuir diferentes a¢des farmacoldgicas, como ja foi citado.

Como também ja foi observado, ndo existem trabalhos publicados sobre
atividades do carvacrol no sistema nervoso central. Considerando estudos prévios que
revelaram propriedades centrais de alguns monoterpenos (UMEZU; MORITA, 2003;
SILVA et al., 2007) e a importancia de produtos naturais como fontes de novas drogas,
o presente estudo foi realizado para investigar os efeitos do carvacrol em modelos
animais de atividade locomotora, ansiedade, depressdo e convulsdo em camundongos e

estudar os mecanismos farmacologicos envolvidos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

O objetivo do presente estudo foi investigar as a¢des do carvacrol no sistema
nervoso central em camundongos. Para isto, foram utilizados modelos experimentais

classicos de ansiedade, depressdo, sedacdo e convulsdo.

3.2 Objetivos Especificos

e Estudar a ag@o do carvacrol em camundongos no modelo comportamental de

ansiedade utilizando o teste do labirinto em cruz elevado.

e Avaliar a atividade locomotora espontdnea e atividade relaxante muscular

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

e Determinar a agdo do carvacrol em camundongos nos modelos comportamentais

de depressao utilizando os testes do nado for¢ado e suspensdo da cauda.

e Avaliar a atividade Sedativa/Hipnoética e Anticonvulsivante utilizando os testes do
tempo de sono induzido por pentobarbital e o teste da convulsdo induzida por

pentilenotetrazol, respectivamente.

e Verificar as participacdes dos sistemas serotonérgico, noradrenérgico e

dopaminérgico no mecanismo de ac¢do antidepressivo do carvacrol.



40

Avaliar a participacdo dos receptores GABA, / Benzodiazepinicos no mecanismo

de acdo ansiolitico do carvacrol.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Drogas e reagentes

Quadro 3. Drogas e Reagentes
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Drogas/Reagentes Origem

Agua Destilada Deionizador
Alcool Etilico P.A. Quimex, Brasil
Carvacrol Sigma
Bupropiona Geigy
Imipramina Geigy
Diazepam Unido Quimica Brasil
Fluoxetina Geisy
Flumazenil Sigma

PCPA Sigma
Prazosina Sigma
Ioimbina Sigma

SCH 23390 Sigma
Sulpirida Sigma
Pentobarbital Abbot
Pentilenotetrazol Sigma

Tween 80 Sigma




Quadro 4. Equipamentos

Equipamentos

Balanga analitica

Balanga para animais

Campo aberto

Labirinto em cruz elevado

Rota rod

Recipiente do nado forgado

Cronometro

Pipetas automaticas

Vidrarias

Modelo/Origem

Modelo H5, Mettler, Suica

Filizola, Brasil

Fabricado pelo laboratério

Fabricado pelo laboratorio

Ugo Basile, Italia

Fabricado pelo laboratério

Incoterm, Brasil

H.E., Dinamarca

Pirex, Brasil
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Estufa de secagem e esterilizagéo Modelo 315 SE FANEN, Brasil

4.2 Animais

Foram utilizados em todos os experimentos camundongos albinos da espécie
Mus musculus ¢ 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
aproximadamente 25+1 oC e submetidos ao ciclo ao ciclo claro/escuro de 12 em 12h.
Os animais se alimentaram com ra¢ao do tipo Purina e receberam agua ad libitum. Os
protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal

(CEPA) desta universidade, sendo 15/09 o nimero do referido protocolo.
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4.3 Preparo das Drogas

O carvacrol (cvc) foi dissolvido em Tween 80 a 2% e diluido em agua destilada ,
obtendo a concentragdo final de 1,25; 2,5 e 5 mg/mL, que correspondem as doses de
12,5; 25 e 50 mg/kg, respectivamente. Os grupos controle receberam veiculo (dgua
destilada emulsificada a 2% com Tween 80. As demais drogas utilizadas nos
experimentos tais como diazepam (1 e 2 mg/kg), imipramina (10 e 30 mg/kg),
bupropiona (30 mg/kg), fluoxetina (35 mg/kg), pentobarbital sédico (40 mg/kg),
pentilenotetrazol (80 mg/kg), flumazenil (2,5 mg/kg), prazosina (1 mg/kg), ioimbina (1
mg/kg), SCH23390 (15 mg/kg), sulpirida (50 mg/kg) e p-clorofenilalanina metil ester
(PCPA; 100 mg/kg) foram dissolvidas e diluidas diretamente em a4gua destilada. O

volume total de solugdo administrada nos animais foi de 10 mL/kg.

4.4 Tratamento dos grupos experimentais

Os animais foram tratados agudamente com carvacrol nas doses de 12,5; 25 e 50
mg/kg, por via oral (v.0.). Os animais foram submetidos aos testes 60 minutos (min)
apos o tratamento oral. Para a avaliagdo da atividade ansiolitica, foi utilizado diazepam
1 mg/kg i.p., no teste do labirinto em cruz elevado e, diazepam 2 mg/kg i.p., no campo
aberto. Diazepam 2 mg/kg i.p. também foi utilizado no teste do rota rod como padrio
para a atividade relaxante muscular e o diazepam 1 mg/kg i.p também foi utilizado nos
modelos de tempo de sono induzido por pentobarbital e convulsdo induzida por
pentilenotetrazol, como padrdo para atividade sedativa e anticonvulsivante,
respectivamente. Para a avaliagdo da atividade antidepressiva, foi utilizada imipramina
10 ¢ 30 mg/kg i.p. e bupropiona 30 mg/kg i.p., nos testes do nado forgado ¢ da

suspensdo da cauda, como padrdes positivos.

4.5 Protocolo Experimental
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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. Para o teste do labirinto em cruz elevado foi utilizada uma
ilumina¢do de baixa densidade (lampada vermelha de 15 W). Os demais experimentos
foram realizados com iluminagdo normal. Todos os testes comportamentais foram
realizados com diferentes grupos de animas e em dias distintos. Em todos os testes, com
exce¢do apenas do nado forcado e da suspensdo da cauda, apds a observacdo de cada

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

4.5.1 Avaliacdo da Atividade Locomotora

4.5.1.1 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 e 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 apos o tratamento por via
oral com carvacrol (12,5; 15 e 50) 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 o nimero de cruzamentos com as
quatro patas (atividade locomotora espontanea; ALE), nimero de comportamentos de
auto-limpeza (grooming) e o numero de levantamentos (rearing), sem se encostar nas

paredes (Quadro 5).
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5 min

—_——
—— 30 ou 60 min

—

ALE (numero de
cruzamentos)

Carvacrol (12,5; 25 e 50
mg/kg); diazepam (2
mg/kg) ou veiculo.

Rearing Grooming

Quadro 5. Teste do campo aberto em camundongos.

4.5.2 Avaliacdo da Atividade Ansiolitica

4.5.2.1 Teste do Labirinto em Cruz Elevado (LCE)

O modelo LCE (PELLOW et al., 1985a; LISTER, 1987) consiste em um aparato
de madeira composto por dois bragos abertos opostos (30 x 5 cm) e dois bragos
fechados (30 x 5 x 25 cm), também opostos, em forma de cruz (Quadro 6). Os bragos
abertos e fechados estdo conectados por uma plataforma central (5 x 5 cm). O aparelho

estd elevado a uma altura de 45 cm do nivel do chlo. Sessenta minutos apds o
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tratamento com carvacrol (12,5; 25 e 50 mg/kg, v.0.) e 30 minutos apds o tratamento
com diazepam (1 mg/kg, i.p.), os animais foram colocados individualmente no centro do
aparelho com a cabeca voltada para um dos bragos fechados e o seu comportamento foi
observado pelo periodo de 5 minutos. Os parametros comportamentais registrados no
LCE foram: nimero de entradas € o tempo de permanéncia nos bragos abertos e nos
fechados. A frequéncia total de entradas € obtida pela soma das frequéncias de entradas
nos bragos abertos € nos bragos fechados. Para analise estatistica dos dados, ¢ calculada
a percentagem de entrada nos bragos abertos dividindo-se a freqiiéncia de entradas nos
bragos a abertos pela freqiiéncia total de entradas, sendo este resultado multiplicado por
100. De maneira semelhante ¢ calculado a percentagem do tempo de permanéncia nos
bragos abertos. Desta forma, os parametros utilizados para andlise estatistica sdo:
numero de entradas nos bragos abertos (NEBA), tempo de permanéncia nos bragos
abertos (TPBA), percentagem de entrada nos bragos abertos (PEBA) e percentagem do

tempo de permanéncia nos bragos abertos (PTBA).

Posteriormente, com o objetivo de investigar o possivel mecanismo de a¢do do
carvacrol na ansiedade, foram utilizados dois grupos de animais, sendo o primeiro tratado
com flumazenil (FLU) 2,5 mgkg 1ip., um antagonista do receptor
GABA/Benzodiazepinico e, 15 minutos apds o tratamento, foi administrado ao mesmo
grupo de animais veiculo por via oral (FLU-2,5 + veiculo). O segundo grupo de animais
também foi tratado com flumazenil 2,5 mg/kg i.p. e, 15 minutos apds o tratamento, foi
administrado carvacrol 25 mg/kg por via oral (FLU-2,5 + CVC-25). Foi utilizada a dose
de 25 mgkg de carvacrol pois trata-se da menor dose efetiva. Os dois grupos
experimentais foram testados no labirinto 60 minutos apds a administragdo de veiculo e
carvacrol. Para analise estatistica, o grupo FLU-2,5 + veiculo foi comparado ao grupo
FLU-2,5 + CVC-25, enquanto os demais grupos foram comparados aos respectivos

controles.
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5 min

] 30 ou 60 min

Carvacrol (12,5; 25 e 50
mg/kg); diazepam (1 s
mg/kg) ou veiculo. Numero de entradas e
tempo de permanéncia (s)
nos bragos abertos e
fechados

Quadro 6. Teste do labirinto em cruz elevado em camundongos

4.5.3 Avaliacdo da atividade relaxante muscular

4.5.3.1. Teste do Rota Rod

O teste do rota rod (Quadro 7) mede o efeito de relaxamento muscular ou
incoordenagdo motora produzidos por drogas nos animais (CARLINI & BURGOS,
1979). Sessenta minutos apos o tratamento por via oral com carvacrol (12,5; 25 e 50) e
30 minutos apos o tratamento com diazepam (2 mg/kg, i.p.), os camundongos foram
colocados sobre as quatro patas em uma barra giratoria de 2,5 centimetros de didmetro,
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 giratéria, em

segundos (s) (DUNHAM; MIYA, 1957).
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Hg e ;
7 s 30 ou 60 min
Q=

Carvacrol (12,5; 25 e 50
mg/kg); diazepam (2
mg/kg) ou veiculo.

Tempo de

permanéncia (s)

Quadro 7. Teste do Rota Rod em camundongos.

4.5.4 Avaliacdo da Atividade Antidepressiva

4.5.4.1 Teste do Nado Forgado

Para o teste do nado forcado (PORSOLT et al., 1977) foram utilizados tanques
de 22 cm de didmetro e 40 cm de altura contendo dgua fresca na temperatura de
aproximadamente 23+10C, na altura de cerca de 20 cm (Quadro 8). Sessenta minutos
apds o tratamento com carvacrol (12,5; 25 e 50 mg/kg, v.0.) e 30 minutos apos o
tratamento com imipramina (10 mg/kg, i.p.), os animais foram observados
individualmente no tanque e foi registrado o tempo de imobilidade, em segundos (s),
durante o periodo de 5 minutos. Os animais foram considerados iméveis quando
permaneceram flutuando na dgua, fazendo apenas movimentos suaves a fim de manter a

cabeca acima do nivel da 4gua.
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A - 30 ou 60 min

Carvacrol (12,5; 25 e 50
mg/kg); imipramia (10
mg/kg) ou veiculo.

Tempo de
imobilidade (s)

Quadro 8. Teste do nado forgado em camundongos.

Posteriormente, foram utilizados diferentes grupos de animais com a finalidade
de avaliar o mecanismo da a¢do antidepressiva do carvacrol. Para esta investigagdo, foi
utilizada a dose de carvacrol de 25 mg/kg, pois trata-se da menor dose efetiva. Para
elucidar os efeitos do carvacrol sobre os diversos sistemas de neurotransmissores

envolvidos na depressao foram utilizadas as seguintes drogas:

4.5.4.2 Avaliacdo do sistema noradrenérgico

Diferentes grupos de animais foram pré-tratados com com o antagonista de
receptores noradrenégicos a; prazosina (1mg/kg. i.p.) e com o antagonista de receptores
noradrenérgicos o, ioimbina (Imgkg) e 30 minutos depois, foram tratados com
carvacrol (25 mg/kg por v.0.) e veiculo (dgua destilada + 2% de Tween 80, v.0.).
Sessenta minutos depois da administragdo com carvacrol ou veiculo, os animais foram
submetidos ao teste do nado forg¢ado, onde foi registrado o tempo de imobilidade pelo

periodo de 5 minutos.
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4.5.4.3 Avaliagdo do sistema serotonérgico

Para a avaliacdo do sistema serotonérgico, diferentes grupos de animais foram
pré-tratados com PCPA (100 mg/kg, i.p., uma vez ao dia, por 4 dias consecutivos), um
inibidor da sintese de 5-HT, e 30 minutos depois, foram tratados com carvacrol (25
mg/kg por v.0.), veiculo (dgua destilada + 2% de Tween 80, v.0.) e fluoxetina (35
mg/kg, i.p.). Sessenta minutos apds a administragdo de carvacrol e veiculo e trinta
minutos apds a administragdo com fluoxetina, os animais foram colocados no cilindro

com agua e o tempo de imobilidade durante o periodo de 5 minutos foi registrado.

4.5.4.4 Avaliacdo do sistema dopaminérgico

Diferentes grupos de animais foram pré-tratados com SCH23390 (0.05 mg/kg,
1.p.), um antagonista dos receptors D; dopaminérgicos e sulpirida (50 mg/kg, 1.p.), um
antagonista dos receptores D, dopaminérgicos trinta minutos antes do tratamento com
carvacrol (25 mg/kg por v.0.), veiculo (dgua destilada + 2% de Tween 80, v.0.) e
bupropiona (30 mg/kg, i.p.). Sessenta minutos apds a administragdo com carvacrol e
veiculo e 30 minutos apds a administragcdo de bupropiona, os animais foram submetidos
ao teste do nado for¢ado, onde foi registrado o tempo de imobilidade pelo periodo de 5

minutos

4.5.4.5 Teste da Suspensdo da Cauda

Para este teste (Quadro 9), sessenta minutos apos o tratamento com carvacrol
(12,5; 25 e 50 mg/kg, v.0.) e 30 minutos apos o tratamento com imipramina (30 mg/kg,
1.p.), os animais foram suspensos, um a cada vez, numa plataforma 58 cm acima da

bancada, presos com uma fita adesiva a cerca de 1 cm da ponta da cauda (STERU et
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al., 1985). Foi observado o tempo de imobilidade do animal em segundos (s) durante o

periodo de 6 minutos.

6 min

. 30 ou 60 min

Carvacrol (12,5; 25 e 50
mg/kg); imipramia (30

mg/kg) ou veiculo.

Tempo de
imobilidade (s)

Quadro 9. Teste da suspensdo da cauda em camundongos

4.5.5 Avaliagdo da Atividade Sedativa/Hipnotica e Anticonvulsivante

4.5.5.1 Teste do Tempo de Sono Induzido por Pentobarbital

Sessenta minutos ap6s a administragdo de carvacrol (12,5; 25 e 50 mg/kg, v.0.) e
30 min apos o tratamento com diazepam (1 mg/kg, i.p. ), foi administrado pentobarbital
sodico (PTB) na dose de 40 mg/kg, via i.p. O tempo desde a administragdo do PTB até a
perda do reflexo de endireitamento foi registrado como laténcia do sono, em segundos.
Ap0s terem adormecido, os animais foram colocados na posi¢@o de decubito dorsal, e o
tempo decorrido entre a perda e a recuperacdo do reflexo de endireitamento foi
registrado como durac¢do do sono, em segundos (WAMBEBE, 1985; ROLLAND et al.,

1991). A perda do reflexo de endireitamento € a incapacidade que o animal apresenta de
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voltar a posi¢do normal quando colocado em decubito dorsal. O critério para a
recupera¢do do reflexo de endireitamento foi fixado quando o animal saiu da imposi¢io
por trés vezes consecutivas (CARLINI et al., 1986; MATTEI et al., 1998). Portanto, os

parametros usados neste teste sdo a laténcia do sono e a duracdo do sono (Quadro 10).

30 ou 60 min
|:'> Pentobarbital (40 mg/kg)

]

-
o
A Ny

IR

Carvacrol (12,5; 25 e 50
mg/kg); diazepam (1
mg/kg) ou veiculo.

Laténcia do sono (s) e
duracdo do sono (s)

Quadro 10. Teste do tempo de sono induzido por pentobarbital em camundongos.

4.5.5.2 Teste da Convulsao Induzida por Pentilenotetrazol

Neste teste, foi administrado pentilenotetrazol (PTZ) 80 mg/kg i.p. 60 minutos
apds a administracio de carvacrol (12,5; 25 e 50 v.0.) e 30 minutos apds a
administracdo de diazepam (1 mg/kg, i.p.). Logo apds a administracdo de PTZ, os
animais foram colocados em gaiolas individuais e observados pelo periodo de 20
minutos (Quadro 11). Os parametros analisados foram a laténcia da convulsdo (tempo
decorrido desde a administracdo do PTZ até a primeira convulsdo clonica ou tonico-
clonica), em segundos e a laténcia de morte dos animais (tempo decorrido da

administracdo do PTZ até a morte), em segundos (SWINYARD et al., 1952).
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30 ou 60 min |:> | Pentilenotetrazol (80 mg/kg) |

Carvacrol (12,5; 25 e 50
mg/kg); diazepam (1

Laténcia da convulsdo e

laténcia de morte

Quadro 11. Teste da convulsio induzida por pentilenotetrazol em camundongos.

4.6 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada empregando o teste de andlise de variancia

(ANOVA) seguido pelo teste de Student Newman Keuls (post hoc).

Os valores foram representados pela Média + Erro Padrio da Média (EPM),

sendo as diferencas consideradas estatisticamente significativas quando p<0,05.
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RESULTADOS
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S RESULTADOS

5.1 Avaliacio da Atividade Ansiolitica

5.1.1 Teste do Labirinto em Cruz Elevado (LCE)

O numero de entrada nos bragos abertos (NEBA), a percentagem de entrada nos
bracos abertos (PEBA), o tempo de permanéncia nos bragos abertos (TPBA) e a
percentagem do tempo de permanéncia nos bragos abertos (PTBA) foram os parametros
analisados. Todas as doses de carvacrol aumentaram, significativamente, o NEBA,
comparados ao grupo controle [CVC 12,5 mg/kg: 7,071+0,7222 (10); CVC 25 mg/kg:
9,357+0,9412 (9); CVC 50 mg/kg: 7,786+0,8064 (9); cont.: 4,214+0,4591 (9)] (Fig. 7).

A figura 8 mostra que o carvacrol aumentou, significativamente, o PEBA em
todas as doses estudadas, quando comparado ao grupo controle [CVC: 12,5 mg/kg:
44,29+3,402 (10); CVC: 25 mg/kg: 51,36+£2,447 (9); CVC: 50mg/kg: 43,37+3,101
(10); cont.: 30,68+2,962 (10)].

O pardmetro TPBA foi aumentado, significativamente, com todas as doses de
carvacrol quando comparados com o grupo controle [CVC 12,5 mg/kg: 86,138,486
(9); CVC 25 mg/kg: 104.0+£9,044 (9); CVC 50 mg/kg: 87,74£8,413 (9); cont.:
52,00+7,760 (7)] (Figura 9).

O carvacrol aumentou, significativamente, o PTBA com todas as doses quando
comparado ao grupo controle [CVC 12,5 mg/kg: 39,09+3,882 (10); CVC 25 mg/kg:
49,14+3,990 (9); CVC 50 mg/kg: 44,00+£3,647 (10); cont.: 23,61+3,201 (10)] (Figura
10).

Diazepam Img/kg aumentou todos os pardmetros: NEBA [DZP-1: 10,46+0,6466
(13)]; TPBA [DZP-1: 168,7+5,366 (12)]; PEBA [DZP-1: 63,56+2,594 (11)] ¢ PTBA
[DZP-1: 61,2742,974 (11)] em relagdo ao grupo controle (Figuras 7, 8, 9 e 10).
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A analise do envolvimento dos receptores benzodiazepinicos no efeito ansiolitico
do carvacrol mostrou que o grupo (FLU-2,5+veiculo v.0.) ndo alterou os parametros
analisados [NEBA: 4,889+0,8889 (9); TPBA: 63,50+4,424 (8); PEBA: 35,73+4,392 (9);
PTBA: 24,11£2,205 (9)]. Entretanto, no grupo tratado com flumazenil 15 min antes da
administracdo de carvacrol 25 mg/kg (FLU-2,5+CVC-25) foi observado uma supressao
do efeito ansiolitico do carvacrol em todos os parametros analisados: NEBA
[4,700+0,4955 (10); TPBA [67,17+10,70 (10); PEBA [35,96+3,347 (10); PTBA
[30,80+4,836 (10)] quando comparado com o grupo tratado apenas com carvacrol 25
mg/kg [CVC-25 NEBA: 9,357+0,9412 (10); TPBA: 104,0£9,044 (9); PEBA:
51,362,447 (9); PTBA: 49,14+3,990 (10)]. Do mesmo modo, a associacdo (FLU-
2,5+DZP-1) também reverteu o efeito ansiolitico do diazepam em todos os pardmetros
analisados [NEBA: 5,900+0,6904 (10); TPBA: 77,33+6,829 (9); PEBA: 41,31+4,532
(9); PTBA: 29,41+2,476 (10)] quando comparado com o grupo DZP-1 [NEBA:
10,46+0,6466 (10); TPBA: 168,7+5,366 (10); PEBA: 63,56+2,594 (10); PTBA:
61,27+2,974 (10)] (Figuras 7, 8,9 e 10).
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Figura 7 - Efeito do carvacrol e diazepam, sozinhos ou associados a flumazenil
sobre o nimero de entradas nos bracos abertos (NEBA) no teste do labirinto em
cruz elevado em camundongos

Controle (veiculo), carvacrol (CVC-12,5; 25 e 50 mg/kg, v.o0.), diazepam (DZP; 1
mg/kg, i.p.) foram administrados 60 min (v.0.) ou 30 min (via 1p.) antes do
experimento. Quando associados, foram administrados 15 min ap6s administracdo de
flumazenil (FLU 2,5 mg/kg, i.p.) ¢ 30 (i.p.) ou 60 (v.0.) min depois foi realizado o
experimento. Os valores representam a média + EPM do numero de entradas nos bragos
abertos durante 5 minutos. Para andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por
Student Newman Keuls como teste post hoc. Valores significativos *p< 0,05; **p<
0,01; ***p< 0,001 vs controle; +++p< 0,001 vs CVC-25; ###p< 0,001 vs DZP-1.
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Figura 8 - Efeito do carvacrol e diazepam, sozinhos ou associados a flumazenil
sobre o percentual de entrada nos bracgos abertos (PEBA%) no teste do labirinto
em cruz elevado em camundongos

Controle (veiculo), carvacrol (CVC-12,5; 25 e 50 mg/kg, v.0.), diazepam (DZP; 1
mg/kg, i.p.) foram administrados 60 min (v.0.) ou 30 min (via i.p.) antes do
experimento. Quando associados, foram administrados 15 min apds administra¢do de
flumazenil (FLU 2,5 mg/kg, i.p.) € 30 (i.p.) ou 60 (v.0.) min depois foi realizado o
experimento. Os valores representam a média £ EPM do percentual de entrada nos
bragos abertos durante 5 minutos. Para andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguido
por Student Newman Keuls como teste post hoc. Valores significativos *p< 0,05; ***p<
0,001 vs controle; +p< 0,05 vs CVC-25; ###p< 0,001 vs DZP-1.
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Figura 9 - Efeito do carvacrol e diazepam, sozinhos ou associados a flumazenil
sobre o tempo de permanéncia nos bracgos abertos (TPBA) no teste do labirinto em
cruz elevado em camundongos

Controle (veiculo), carvacrol (CVC-12,5; 25 e 50 mg/kg, v.o.), diazepam (DZP; 1
mg/kg, i.p.) foram administrados 60 min (v.0.) ou 30 min (via ip.) antes do
experimento. Quando associados, foram administrados 15 min apds administracdo de
flumazenil (FLU 2,5 mg/kg, i.p.) € 30 (i.p.) ou 60 (v.0.) min depois foi realizado o
experimento. Os valores representam a média + EPM do tempo de permanéncia nos
bracos abertos durante 5 minutos. Para andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguido
por Student Newman Keuls como teste post hoc. Valores significativos *p< 0,05; ***p<
0,001 vs controle; +p< 0,05 vs CVC-25; ###p< 0,001 vs DZP-1.



126

80~
*%k%
— 60- **k%
2 1 Fkk
% * T
- T
m 40 w1t
- o
(a -I— —
20~
0 | | | | | | | | | | | |
controle 12,5 25 50 2,5 DZP-1 CVC-25
carvacrol DzZP FLU

Figura 10 - Efeito do carvacrol e diazepam, sozinhos ou associados a flumazenil
sobre a percentagem de tempo nos bracos abertos (PTBA%) no teste do labirinto

em cruz elevado em camundongos

Controle (veiculo), carvacrol (CVC-12,5; 25 e 50 mgkg, v.o.), diazepam (DZP; 1
mg/kg, i.p.) foram administrados 60 min (v.0.) ou 30 min (via ip.) antes do
experimento. Quando associados, foram administrados 15 min apds administragdo de
flumazenil (FLU 2,5 mg/kg, i.p.) € 30 (i.p.) ou 60 (v.0.) min depois foi realizado o
experimento. Os valores representam a média = EPM da percentagem de tempo nos
bracos abertos durante 5 minutos. Para andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguido
por Student Newman Keuls como teste post hoc. Valores significativos *p< 0,05; ***p<
0,001 vs controle; ++p< 0,01 vs CVC-25; ###p< 0,001 vs DZP-1.



62

5.2 Avaliacio da Atividade Locomotora e Relaxante Muscular

5.2.1 Teste do Campo Aberto

A atividade locomotora espontanea (ALE), rearing e grooming foram os
parametros analisados e os resultados foram expressos como numero de cruzamentos,
de rearing e de grooming. Carvacrol administrado por via oral ndo alterou a atividade
locomotora em nenhuma das doses estudadas (Figura 11) [CVC 12,5 mg/kg:
50,132,560 (8); CVC 25 mg/kg: 58,88+2,224 (8); CVC 50mg/kg: 55,00+3,317 (8)]
comparando com o controle [cont.: 48,252,908 (8)]. O diazepam 2 mg/Kg, 1.p., usado
como droga padrio, reduziu a atividade locomotora em relagdo ao controle [DZP-2:

34,152,425 (7)].

O rearing (Figura 12) ndo foi alterado em nenhuma das doses utilizadas [CVC 12,5
mg/kg: 5,429+1,131 (7); CVC 25 mgkg: 3,800+0,5333 (10); CVC 50mg/keg:
4,250+0,4119 (8)] comparando com o controle [cont.: 4,778+0,4006 (9)]. O diazepam 2
mg/Kg, i.p., usado como droga padrdo, reduziu o rearing em relagio ao controle [DZP-2:

2,700+0,5588 (10)].

O grooming (Figura 13) teve uma diminui¢ao significativa com o uso do carvacrol
nas doses de 25mg/kg e 50mg/kg [CVC 25 mg/kg 0,5000+0,1667 (10); CVC 50mg/kg
0,6000+0,1633 (10)] em relagao ao controle [cont.: 1,300+0,1528 (10)] enquanto a dose
de 12,5 mg/kg ndo apresentou nenhuma altera¢do significativa [CVC 12,5 mg/kg
1,100+£0,1000 (10)]. O diazepam 2 mg/Kg, i.p., usado como droga padrio, reduziu o
grooming em relagdo ao controle [DZP-2: 0,9000+0,2769 (10)].
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Figura 11 - Efeito do carvacrol e diazepam sobre a atividade locomotora
espontianea no teste do campo aberto em camundongos.

Controle (veiculo), carvacrol (CVC-12,5; 25 e 50 mg/kg, v.o.), diazepam (DZP; 2
mg/kg, i.p.) foram administrados 60 min (v.0.) ou 30 min (via i.p.) antes do
experimento. Os valores representam a média + EPM do niimero de travessias durante 5
minutos. Para andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman
Keuls como teste post hoc. Valores significativos ***p< 0,001 vs controle.
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Figura 12 - Efeito do carvacrol e diazepam sobre o niimero de rearing no teste do
campo aberto em camundongos.

Controle (veiculo), carvacrol (CVC-12,5; 25 e 50 mg/kg, v.o0.), diazepam (DZP; 2
mg/kg, i.p.) foram administrados 60 min (v.0.) ou 30 min (via i.p.) antes do
experimento. Os valores representam a média = EPM do numero de rearing durante 5
minutos. Para andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman
Keuls como teste post hoc. Valores significativos *p< 0,05 vs controle
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Figura 13 - Efeito do carvacrol e diazepam sobre o niimero de grooming no teste do
campo aberto em camundongos.

Controle (veiculo), carvacrol (CVC-12,5; 25 e 50 mg/kg, v.o.), diazepam (DZP; 2
mg/kg, i.p.) foram administrados 60 min (v.0.) ou 30 min (via i.p.) antes do
experimento. Os valores representam a média + EPM do niimero de grooming durante 5
minutos. Para andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman
Keuls como teste post hoc. Valores significativos ***p< 0,001 vs controle.
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5.2.2 Teste do Rota Rod

Neste teste o parametro analisado é o tempo de permanéncia na barra durante o

periodo de 2 minutos nas rotagdes de 5, 15 e 40 rpm.

Carvacrol nas respectivas rotagdes ndo alterou o tempo de permanéncia na barra em
nenhuma das doses estudadas em comparagdo ao grupo controle. 5 rpm [CVC 12,5 mg/kg
118,5+0,8534 (8); CVC 25 mg/kg 119,2+0,4353 (8); CVC 50 mg/kg 118,6+0,5710 (8);
cont.: 119,0+0,3803 (8)] (Figura 14). 15 rpm [CVC 12,5 mg/kg 116,7+0,7656 (8); CVC
25 mg/kg 117,140,6213 (8); CVC 50 mg/kg 117,4+0,4481(8); cont.: 116,8+0,9683(8)]
(Figura 15). 40 rpm [CVC 12,5 mg/kg 84,97+2,529 (8); CVC 25 mg/kg 89,04+1,851 (8);
CVC 50 mg/kg 89,5243,742 (8); cont.: 85,84+3,264 (8)] (Figura 16). O diazepam foi
usado como padrdo positivo e diminuiu significativamente o tempo de permanéncia na
barra nas trés rotacdes estudadas. 5 rpm [DZP-2: 94,13+4,696 (8)]; 15 rpm [DZP-2:
93,00+4,166 (8)]; 40 rpm [DZP-2: 71,75+4,419 (8)] (Figuras 14, 15 e 16).
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Figura 14 - Efeito do carvacrol e diazepam sobre o tempo de permanéncia na
barra giratoria, na velocidade de 5 rpm, no teste do rota rod em camundongos.

Controle (veiculo), carvacrol (CVC-12,5; 25 e 50 mg/kg, v.o.), diazepam (DZP; 2
mg/kg, i.p.) foram administrados 60 min (v.0.) ou 30 min (via i.p.) antes do
experimento. Os valores representam a média + EPM do tempo de permanéncia na barra
giratoria durante 2 minutos. Para andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por
Student Newman Keuls como teste post hoc. Valores significativos ***p< 0,001 vs
controle.
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Figura 15 - Efeito do carvacrol e diazepam sobre o tempo de permanéncia na
barra giratoria, na velocidade de 15 rpm, no teste do rota rod em camundongos.

Controle (veiculo), carvacrol (CVC-12,5; 25 e 50 mg/kg, v.o0.), diazepam (DZP; 2
mg/kg, i.p.) foram administrados 60 min (v.0.) ou 30 min (via i.p.) antes do
experimento. Os valores representam a média + EPM do tempo de permanéncia na barra
giratdria durante 2 minutos. Para andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por
Student Newman Keuls como teste post hoc. Valores significativos ***p< 0,001 vs
controle.
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Figura 16 - Efeito do carvacrol e diazepam sobre o tempo de permanéncia na
barra giratoria, na velocidade de 40 rpm, no teste do rota rod em camundongos.

Controle (veiculo), carvacrol (CVC-12,5; 25 e 50 mg/kg, v.o0.), diazepam (DZP; 2
mg/kg, i.p.) foram administrados 60 min (v.0.) ou 30 min (via i.p.) antes do
experimento. Os valores representam a média + EPM do tempo de permanéncia na barra
giratoria durante 2 minutos. Para andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por
Student Newman Keuls como teste post hoc. Valores significativos *p< 0,05 vs
controle.
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5.3 Avaliacio da Atividade Antidepressiva

5.3.1 Teste do Nado For¢ado

Neste teste, carvacrol, por via oral, diminuiu o tempo de imobilidade nas trés
doses estudadas (12,5; 25 e 50 mg/kg) em comparagdo ao grupo controle [CVC 12,5
mg/kg 44,507,607 (8); CVC 25 mg/kg 12,70+1,630 (8); CVC 50 mg/kg 17,74+3,587
(8); cont.: 98,88+4,987 (8)]. A imipramina (10mg/kg i.p.) € utilizada como droga padrao
neste teste e diminuiu significativamente o tempo de imobilidade se comparado ao grupo

controle [IMI 16,08+1,603 (8)] (Figura 17).
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Figura 17 - Efeito do carvacrol e imipramina sobre o tempo de imobilidade (s) no

teste do nado forcado em camundongos.

Controle (veiculo), carvacrol (CVC-12,5; 25 e 50 mg/kg, v.o.), imipramina (IMI; 10
mg/kg, i.p.) foram administrados 60 min (v.0.) ou 30 min (via i.p.) antes do
experimento. Os valores representam a média + EPM do tempo de imobilidade durante
5 minutos. Para andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman
Keuls como teste post hoc. Valores significativos ***p< 0,001 vs controle.
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5.3.2 Teste da Suspensdo da Cauda

No teste da suspensdo da cauda, carvacrol por via oral diminuiu o tempo de
imobilidade nas trés doses estudadas em comparagdo ao grupo controle [CVC 12,5 mg/kg
50,64+1,899 (9); CVC 25 mg/kg 36,214,538 (8); CVC 50 mg/kg 36,64+4,786 (7); cont.:
90,86+8,678 (11)]. A imipramina (30 mg/kg i.p.) ¢ utilizada como droga padrido e
diminuiu significativamente o tempo de imobilidade se comparado ao grupo controle [IMI

17,57+1,984 (7)] (Figura 18).
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Figura 18 - Efeito do carvacrol e imipramina sobre o tempo de imobilidade (s) no
teste da suspensdo da cauda em camundongos.

Controle (veiculo), carvacrol (CVC-12,5; 25 e 50 mg/kg, v.0.), imipramina (IMI; 30
mg/kg, i.p.) foram administrados 60 min (v.0.) ou 30 min (via i.p.) antes do
experimento. Os valores representam a média + EPM do tempo de imobilidade durante
6 minutos. Para andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman
Keuls como teste post hoc. Valores significativos ***p< 0,001 vs controle.
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5.3.3 Investigac¢do do possivel mecanismo envolvido no efeito antidepressivo do carvacrol

no teste do nado forgado

Visto que a dose de 25 mg/kg foi a dose que apresentou melhor potencial

antidepressivo, todos os experimentos seguintes foram realizados utilizando esta dose.

5.3.3.1 Envolvimento do sistema serotonérgico

Fig 19 mostra que o pré-tratamento dos animais com PCPA (100 mgkg, i.p.,
uma vez ao dia, por 4 dias consecutivos), um inibidor da sintese de 5-HT, nao afetou o
efeito antidepressivo do carvacrol (25 mg/kg v.0.), mas reverteu a agdo antidepressiva
da fluoxetina (35 mg/kg, i.p.), comparada ao grupo controle [controle: 75,5045,622 (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)].
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Figura 19 - Efeito do carvacrol e fluoxetina, sozinhos ou associados ao PCPA sobre
o tempo de imobilidade(s) no teste do nado forcado em camundongos.

Controle (veiculo), carvacrol (CVC 25 mg/kg, v.o.), fluoxetina (FLU; 35 mg/kg, i.p.)
foram administrados 60 min (v.0.) ou 30 min (via i.p.) antes do experimento. Quando
associados, foram administrados 30 min apos administracdo de PCPA (PCPA 100
mg/kg, i.p.) e 30 (i.p.) ou 60 (v.0.) min depois foi realizado o experimento. Os valores
representam a média + EPM do tempo de imobilidade durante 5 minutos. Para andlise
estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste post
hoc. Valores significativos *p< 0,05; **p< 0,01 vs controle; ###p< 0,001 vs FLUO-35.
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5.3.3.2 Envolvimento do sistema noradrenérgico

Os resultados mostrados na Fig. 20 revelam que o pré-tratamento dos animais
com o antagonista de receptores noradrenégicos a; prazosina (Img/kg. i.p.) e com o
antagonista de receptores noradrenérgicos o, ioimbina (Img/kg) ndo foi capaz de
reverter o efeito antidepressivo de carvacrol (25 mg/kg, v.0.) no teste do nado forcado,
comparado com o grupo controle [controle: 98,88+4,987 (8); CVC 25: 12,70+1,630 (8);
PRZ-1: 106,3+4,770 (9); I0IM-1: 109,8+4,329 (9); CVC-25+PRZ-1: 18,53+4,871(8);
CVC25+I0IM1: 25,83+5,581 (8)].



77

&£ 150+

Q

o)

(1]

_'g -

= 1004 —=

o)

o)

£

() .

-c 50 *%%
o *%k%

(o} *kk ——

= |

m 0 L | L | L] L]

- controle 25 1 CVC25 1 CVC-25

CcVC prazosina ioimbina

Figura 20 - Efeito do carvacrol associado a prazosina ou ioimbina sobre o tempo
de imobilidade(s) no teste do nado for¢cado em camundongos.

Controle (veiculo) e carvacrol (CVC 25 mg/kg, v.0.) foram administrados 60 min (v.0.)
antes do experimento. Quando associados, foram administrados 30 min apos
administracdo de prazosina (PRZ 1 mg/kg, i.p.) ou ioimbina (IOIM 1 mg/kg, i.p.) e 60
min depois foi realizado o experimento. Os valores representam a média + EPM do
tempo de imobilidade durante 5 minutos. Para andlise estatistica foi utilizado ANOVA
seguido por Student Newman Keuls como teste post hoc. Valores significativos ***p<
0,001 vs controle.
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5.3.3.3 Envolvimento do sistema dopaminérgico

A Fig. 21 demonstra que o pré-tratamento dos animais com SCH23390
(0,05 mg/kg, i.p.), um antagonista dos receptors D; dopaminérgicos e sulpirida (50
mg/kg, 1ip.), um antagonista dos receptores D, dopaminérgicos reverteu
significativamente o afeito antidepressivo do carvacrol (25 mg/kg. i.p.) e da bupropiona
(30 mg/kg, i.p.), em comparagdo ao grupo controle [controle: 85,24+10,47 (8); CVC 25:
31,103,657 (7); SULP-50: 82,95+11,86 (8); SCH-0,05: 86,06+12,21 (7); BUP-30:
35,2948,294 (7); 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)].
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Figura 21 - Efeito do carvacrol e bupropiona associados a sulpirida ou SCH23390
sobre o tempo de imobilidade(s) no teste do nado forcado em camundongos.

Controle (veiculo), carvacrol (CVC 25 mg/kg, v.0.) e bupropiona (BUP 30 mg/kg i.p.)
foram administrados 60 min (v.0.) e 30 min (i.p.) antes do experimento. Quando
associados, foram administrados 30 min apds administragdo de sulpirida (SULP 50
mg/kg, i.p.) ou SCH 23390 (SCH 0,05 mg/kg, i.p.) € 30 min (i.p.) ou 60 min (v.0.)
depois foi realizado o experimento. Os valores representam a média = EPM do tempo
de imobilidade durante 5 minutos. Para andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguido
por Student Newman Keuls como teste post hoc. Valores significativos **p< 0,01 vs
controle; ++p< 0,01; +++p< 0,001 vs CVC-25; ###p< 0,001 vs BUP-30.
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5.4 Avaliacao da Atividade Sedativo/Hipnotica a Anticonvulsivante

5.4.1 Teste do Tempo de Sono Induzido por Pentobarbital

Uma hora apds o tratamento com carvacrol (12,5; 25 e 50 mg/kg), veiculo ou
diazepam (Img/kg), ¢ administrado aos animais pentobarbital (40 mg/kg)
intraperitonealmente. A laténcia e a duragdo do sono sido os parametros utilizados neste
teste. Carvacrol ndo alterou significativamente estes parametros nas trés doses estudadas

em comparagdo ao grupo controle.

Laténcia [CVC 12,5 mg/kg 249,0+24,33 (7); CVC 25 mg/kg 216,5+18,27 (10);
CVC 50 mg/kg 257,4+11,06 (7); cont.: 247,2+15,62 (9)]. (Figura 22). Duragdo do sono
[CVC 12,5 mg/kg 2520+£370,4 (8); CVC 25 mg/kg 2023+447.,4 (7); CVC 50 mg/kg
23214406,6 (9); cont.: 144142728 (8)] (Figura 23). O diazepam, usado como padrio
positivo, diminuiu a laténcia e aumentou o tempo de sono significativamente em relagdo
ao grupo controle. Laténcia [DZP-1: 177,7+4,042 (10)]; Tempo de sono [DZP-1:
4118+192,8 (10)] (Figuras 22 e 23).
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Figura 22 - Efeito do carvacrol e diazepam sobre a laténcia de sono (s) no teste do
tempo de sono induzido por pentobarbital em camundongos.

Controle (veiculo), carvacrol (CVC-12,5; 25 e 50 mg/kg, v.0.), diazepam (DZP; 1
mg/kg, i.p.) foram administrados 60 min (v.0.) ou 30 min (via i.p.) antes do
experimento. Os valores representam a média + EPM da laténcia do sono (s). Para
analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste
post hoc. Valores significativos **p< 0,01 vs controle.
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Figura 23 - Efeito do carvacrol e diazepam sobre a duracio do sono (s) no teste do
tempo de sono induzido por pentobarbital em camundongos.

Controle (veiculo), carvacrol (CVC-12,5; 25 e 50 mg/kg, v.0.), diazepam (DZP; 1 mg/kg,
i.p.) foram administrados 60 min (v.0.) ou 30 min (via i.p.) antes do experimento. Os
valores representam a média + EPM da duracdo do sono (s). Para andlise estatistica foi
utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste post hoc. Valores
significativos ***p< 0,001 vs controle.
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5.4.2 Teste da Convulsdo Induzida por Pentilenotetrazol

No teste da convuls@o induzida por pentilenotetrazol foram avaliados a laténcia
da convulsio (LC), em segundos, a laténcia de morte (LM), em segundos, ¢ a
porcentagem de sobrevivéncia. Os animais tratados com carvacrol, via oral, nas doses
de 12,5; 25 e 50 ndo apresentaram alteragcdo significativa em nenhum dos parametros

analizados (Figuras 24 e 25; Tabela 7).

O diazepam 1 mg/kg, usado como padrdo positivo, aumentou a laténcia da
convulsdo [DZP-1: 150,4+23,73 (7)] comparado ao grupo controle [cont.: 878,462 (9)]
(Figura 24; Tabela 7).

A porcentagem de sobrevivéncia dos animais tratados com carvacrol por via oral
nas trés doses estudadas foi de 0. Entretanto, 100% dos animais tratados com diazepam

sobreviveram (Figura 25; Tabela 7).
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Figura 24 - Efeito do carvacrol e diazepam sobre a laténcia da convulsio (s) no
teste da convulsio induzida por pentilenotetrazol em camundongos.

Controle (veiculo), carvacrol (CVC-12,5; 25 e 50 mg/kg, v.0.), diazepam (DZP; 1 mg/kg,
i.p.) foram administrados 60 min (v.0.) ou 30 min (via i.p.) antes do experimento. Os
valores representam a média + EPM da laténcia da convulsdo (s). Para andlise estatistica
foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste post hoc. Valores
significativos *p< 0,05 vs controle.
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Figura 25 - Efeito do carvacrol e diazepam sobre a laténcia de morte (s) no teste da
convulsio induzida por pentilenotetrazol em camundongos.

Controle (veiculo), carvacrol (CVC-12,5; 25 e 50 mg/kg, v.0.), diazepam (DZP; 1 mg/kg,
i.p.) foram administrados 60 min (v.0.) ou 30 min (via i.p.) antes do experimento. Os
valores representam a média = EPM da laténcia de morte (s). Para andlise estatistica foi
utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste post hoc. Valores
significativos ***p< 0,001 vs controle.
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Tabela 3 — Efeito da administracdo oral de carvacrol e diazepam nas convulsdes

induzidas por pentilenotetrazol em camundongos

Grupo Laténcia da convulsdo Laténcia de morte Sobrevivéncia
(mg/kg) (s) (s) (%)
Controle 87+8,462 (9) 434,8+21,22 (9) 0
CVC-12,5 85,14+10,21 (7) 522,3490,03 (7) 0
CVC-25 102+12,86 (7) 441,6£111,2 (7) 0
CVC-50 111,3+13,75 (9) 393,7+58,14 (9) 0
DZP-1 150,4+23,73 (7)* - 100

Os valores representam a média + EPM da laténcia da convulsdo e laténcia de morte. O
numero de animais esta representado entre paréntese. Para andlise estatistica foi realizado
ANOVA seguida por Student Newman Keuls com teste post hoc. Valores significativos:

*p< 0,05 vs controle.
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6 DISCUSSAO

Carvacrol (5-isopropil-2-metil-fenol) é um monoterpeno fendlico presente nos
6leos essenciais de diversas plantas, sendo o principal constituinte dos dleos 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).

Baseado em tais estudos, este trabalho apresenta uma investigagdo das possiveis
acdes centrais do carvacrol. Para isto, os efeitos do carvacrol foram estudados
utilizando-se varios modelos de comportamento animal, tais como o labirinto em cruz
elevado (LCE), campo aberto, rota rod, tempo de sono induzido por pentobarbital, nado
for¢ado, suspensdo da cauda e convulsdo induzida por pentilenotetrazol. Estes testes
sdo modelos classicos para screening de atividades no sistema nervoso central,
fornecendo informagdes sobre desempenho psicomotor, ansiolitico, antidepressivo
atividade miorrelaxante, sedativo/hipnética, e anticonvulsivante (de-PARIS et al., 2000;

SOUSA et al., 2004).

E comumente aceito que o estresse, a ansiedade e a depressdo sdo fendmenos
relacionados. O estresse ¢ tipicamente implicado na etiologia da depressdo e ansiedade
ou como conseqiiéncia de tais desordens, levando em consideragdo o fato de que a
maior fonte de estimulos estressantes em humanos é de natureza social (ANISMAN;
ZACHARKO, 1982; BROWN, 1996; PALANZA, 2001). Devido a esta correlagdo entre
transtornos de humor em humanos e estresse social, os modelos animais de ansiedade e
depressdo sdo baseados na exposi¢do dos animais a condi¢des estressantes (PALANZA,

2001).

O labirinto em cruz elevado (LCE) foi originalmente desenvolvido por Pellow e
colaboradores (1985a) e se tornou um modelo para o estudo do comportamento de
ansiedade em ratos e, subsequentemente, em camundongos (LISTER, 1987;
CORNELIO; NUNES-DE-SOUZA, 2009; BUCKMAN et al., 2009; GRUNDMANN et
al., 2009). E baseado na aversio natural que os roedores apresentam a 4reas abertas e

elevadas (CAROLA et al., 2002; RABBANI et al., 2008; RAUPP et al., 2008), sendo o
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teste mais utilizado para a procura de novos agentes ansioliticos semelhantes a

benzodiazepinicos (PELLOW et al., 1985b; LAPIN, 1995; CHEN et al., 2004).

Este teste apresenta algumas vantagens se comparado a outros modelos animais
de ansiedade. E de facil manuseio, econdmico, rapido e ndo € necessario fazer um treino
prévio com os animais (TORRES; ESCARABAJAL, 2002). Durante o teste do LCE, os
roedores sdo normalmente cautelosos ao explorar os espagos abertos. Apds uma
exploracdo inicial geral, os animais evitam os espacos abertos e tendem a permanecer
nos dois bracos fechados do labirinto (BERTOGLIO; CAROBREZ, 2000). Sabendo de
tal fato, observou-se que a diminui¢cdo na ocupacdo dos bragos abertos e a reducdo do
numero de entradas nos bragos abertos, em relagdo ao numero total de entradas, é
indicativo de um estado de ansiedade. Esse comportamento ¢ atenuado pelo uso de
drogas ansioliticas e exacerbado pelo uso de drogas ansiogénicas (SONAVANE et al.,

2002; BUCKMAN et al., 2009).

No presente estudo, o diazepam na dose de 1 mg/kg foi utilizado como padrio
positivo e, como esperado, produziu significante aumento em todos os parametros
analisados. Estes parametros sdo o nimero de entradas nos bragos abertos (NEBA),
percentual do nimero de entradas nos bragos abertos (PEBA), tempo de permanéncia
nos bracos abertos (TPBA) e percentual do tempo de permanéncia nos bragos abertos
(PTBA). Isto indica que o diazepam provocou um comportamento ansiolitico nos
animais, pois diminuiu o medo natural a espagos desprotegidos e elevados. O carvacrol
foi administrado por via oral nas doses de 12,5; 25 e 50 mg/kg e, assim como o
diazepam, aumentou significamente todos os paradmetros analisados, sugerindo um

efeito ansiolitico similar ao diazepam.

Como dito anteriormente o LCE ¢ o teste mais utilizado para a procura de novos
agentes ansioliticos semelhantes a benzodiazepinicos (PELLOW et al., 1985b; CHEN et
al., 2004). O mecanismo de ag¢@o dos farmacos benzodiazepinicos ¢ bem descrito na
literatura. Estas drogas sdo moduladores alostéricos do 4cido y-aminobutirico
(GABA,), que resulta em aumento da hiperpolarizagdo da célula (SONAVANE et al.,
2002; DALVI; RODGERS, 1996; SCHMIDT-MUTTER et al., 1998). O flumazenil ¢
um reconhecido antagonista do receptor benzodiazepinico e foi utilizado no presente
trabalho para esclarecer o possivel mecanismo pelo qual o carvacrol esta atuando no

LCE. Para este teste, foi escolhida a dose de 25 mg/kg do carvacrol, por ser a dose que
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apresentou uma a¢ao ansiolitica mais significativa no LCE. Os resultados mostraram
que o flumazenil reverteu ndo apenas o efeito ansiolitico do diazepam, mas também o
efeito ansiolitico do carvacrol, indicando que as duas substancias podem apresentar um
mecanismo de agdo similar. Desta forma, ¢ possivel que a atividade ansiolitica do

carvacrol esteja relacionada com uma acao no receptor GABA o/ Benzodiazepinico.

De acordo com a literatura, os benzodiazepinicos, tais como diazepam,
apresentam efeitos ansioliticos e anticonvulsivantes em doses mais baixas e, em doses
mais altas, produzem também sedacdo e relaxamento muscular (ONAIVI et al., 1992;
WOLFFGRAMM et al., 1994). E por esta razdo que no presente trabalho foram
utilizadas doses de 1 mg/kg de diazepam para os testes do LCE e convulsdo induzida
por pentilenotetrazol. J& nos testes do campo aberto, rota rod e tempo de sono induzido

por pentobarbital, foram utilizados doses de diazepam de 2mg/ kg.

Alguns autores sugerem que substincias que alteram a atividade locomotora
podem atuar no teste do LCE fornecendo um resultado falso-positivo (SILVA et al.,
2007; GOMES et al., 2008). Para confirmar este resultado do efeito ansiolitico per si e
ndo de alteracdo da atividade locomotora pelo carvacrol foi realizado o teste do campo
aberto, que é empregado para avaliar a atividade exploratoria dos animais. Neste teste, ¢
observado que roedores tem uma tendéncia natural a permanecer na periferia ao
explorar um ambiente novo (ARCHER, 1973; CARVALHO-FREITAS; COSTA,
2002). Efeitos ansioliticos sdo observados quando o animal passa mais tempo no centro
do aparelho, na auséncia de alteracdes concomitantes na atividade locomotora geral
(MENARD; TREIT, 1999). No teste do campo aberto foram observados os parametros
locomogdo, rearing e grooming. O carvacrol nas trés doses estudadas ndo alterou a
atividade locomotora dos animais observados. J& o diazepam, na dose de 2 mg/kg,
diminuiu a atividade locomotora, indicando um efeito sedativo comum aos

benzodiazepinicos.

Estudos sugerem que uma redugdo do nimero de rearing e grooming esta
associado a um comportamento de ansiedade, que € atenuado por drogas ansioliticas e
potencializado por agentes ansiogénicos (NOVAS et al.,, 1988; BHATTACHARYA,
1994). Tal afirmativa é controversa, visto que alguns autores sugerem que agentes
ansioliticos tendem a diminuir o nimero de grooming e rearing (STOUT; WEISS,

1994; BARROS et al., 1994).
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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 sido
indicativos de excitabilidade do SNC e que uma diminui¢do destes pardmetros sugere
uma atividade sedativa. O carvacrol ndo alterou o nimero de rearing, mas diminuiu o
numero de grooming nas doses de 25 ¢ 50 mg/kg. J& o diazepam, na dose estudada,
reduziu tanto o numero de rearing quanto o numero de grooming. Tais resultados
sugerem que o carvacrol apresenta uma agdo ansiolitica ndo sedativa, pois ndo alterou a
atividade locomotora ou o nimero de rearing e diminuiu o nimero de grooming nas
doses de 25 e 50 mg/kg. Ja o diazepam alterou todos os trés parametros analisados, o

que confirma a suas propriedades ansiolitica e sedativa.

Com a inten¢do de confirmar a a¢do ndo sedativa do carvacrol, foi realizado o
teste do tempo de sono induzido por pentobarbital. J4 é bem descrito na literatura que a
diminui¢do da laténcia do sono e a potencializacdo da durag¢@o do sono, observados com
o uso do pentobarbital, ocorrem devido a propriedades sedativas e hipndticas envolvidas

com mecanismos centrais de regulacdo do sono (ACHLIYA et al., 2004).

Este ¢ um teste considerado sensivel para agentes depressores do SNC
(HELLION-IBARROLA et al., 1999), embora ndo seja especifico pois compostos que
interferem com a biotransformagdo do pentobarbital pelo complexo enzimdtico do
citocromo P-450 podem apresentar os mesmo efeitos de drogas depressoras do SNC
(de-PARIS et al., 2000). Desta forma, uma alteracdo dos parametros estudados neste
teste pode indicar tanto um prolongamento da a¢do sedativo-hipndtica do pentobarbital
devido a uma alteracdo do seu metabolismo ou um efeito de sinergismo do pentobarbital

com uma droga também depressora do SNC.

O carvacrol nas doses de 12,5; 25 e 50 mg/kg ndo alterou os pardmetros laténcia
de sono e duracdo do sono, o que ¢ mais uma evidéncia de que esta substancia nao

apresenta agdo sedativa. Em contrapartida, o diazepam na dose de 1 mg/kg diminuiu a
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laténcia de sono e aumentou a duragdo do sono, o que esta de acordo com o seu

potencial sedativo e hipnotico.

Dando continuidade a investiga¢do dos efeitos do carvacrol que demonstrou no
LCE atividade ansiolitica similar ao diazepam resolvemos analisar os efeitos do
carvacrol na coordenacdo motora, considerando que drogas como o diazepam

apresentam efeito ansiolitico, mas em doses mais altas alteram a coordenag@o motora.

Quando um roedor ¢ colocado repetidamente em um cilindro em rotagdo
constante, o animal rapidamente se adapta a rotagdo. Entretanto, apos a administrag@o
de um depressor do SNC, o animal facilmente cai da haste giratoria. Este processo ¢
chamado de teste do rota rod e foi desenvolvido por Dunham e Miya (1957). Com a
finalidade de avaliar uma possivel atividade miorrelaxante do carvacrol, foi utilizado o
teste do rota rod, um modelo animal classico usado para determinar o efeito de drogas

na coordenag@o motora de roedores (KURIBARA et al., 1977; BOHLEN et al., 2009).

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 giratdria nas trés velocidades utilizadas (5,
15 e 40 rpm). Este resultado sugere que o carvacrol nas doses de 12,5; 25 e 50 mg/kg
ndo apresenta bloqueio neuromuscular periférico, diferenciando-se do diazepam, que na

dose de 2 mg/kg apresenta um conhecido efeito relaxante muscular.

Pentilenotetrazol (PTZ) ¢ um agente farmacéutico que apresenta atividade como
estimulante do sistema nervoso central. E considerado um antagonista nio-competitivo
do 4cido y-aminobutirico (GABA,), agindo nos canais de cloreto e bloqueando a acdo
inibitoria central do neurotransmissor GABA, provocando crise convulsiva ténico-
clonica generalizada. O PTZ afeta também os sistemas neurotransmissores
adenosinérgico e glutamatérgico (PATSOUKIS et al., 2004). Outros estudos
demonstraram que o PTZ pode atuar alterando a permeabilidade da membrana celular

ao potassio, através de um mecanismo dependente de voltagem (ROCHA et al., 1996).

O PTZ tem sido utilizado experimentalmente em modelos de convulsdo em
animais, visando a descoberta de novos agentes anticonvulsivantes (LOWSON et al.,

1991).
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Em geral, a eficicia dos agentes anticonvulsivantes esta relacionada a
potenciagcdo de mecanismos inibitdrios centrais (como o sistema GABAérgico) ou a
inibi¢do de mecanismos excitatdrios centrais (sistema glutamatérgico). Além disso, tais
compostos podem agir inibindo a excessiva descarga da membrana via canais de Ca2+,
Nal+ e KI1+. Muitos desses agentes possuem multiplas a¢des, contribuindo para a sua

eficacia (MALAWSKA, 2003).

Baseado na possivel acdo do carvacrol a nivel de sistema gabaérgico, decidimos
investigar os efeitos desta droga no modelo de convulsdo induzida por PTZ. Neste teste,
os parametros analisados foram a laténcia da convulsdo e a laténcia de morte. O
carvacrol nas doses de 12,5; 25 e 50 mg/kg ndo alterou nenhum destes parametros. O
diazepam (1 mg/kg), utilizado como padrdo positivo, aumentou a laténcia da convulsdo
e obteve 100% de sobrevivéncia dos animais. Este efeito se deve a sua a¢do no receptor

GABA/Benzodiazepinico, sendo um farmaco com conhecida a¢ao anticonvulsivante.

Apesar de o carvacrol ter apresentado uma possivel interagdo com o receptor
GABA /Benzodiazepinico, visualizado no teste do labirinto em cruz elevado, ndo
proporcionou uma ac¢do anticonvulsivante no teste da convulsio induzida por

pentilenotetrazol.

Como ja foi observado, o receptor GABAA ¢ um canal i6nico regulado por
ligante formado por diferentes subunidades (FEREN et al., 2006; KATZUNG, 2008).
Foi proposto que os receptores GABA, contendo diferentes subunidades apresentam
diferentes distribuicdes no cérebro, resultando em diferentes propriedades fisiologicas
quando ativados. Estudos utilizando camundongos “knock in” e “knock out” sugerem
que as propriedades sedativas, anticonvulsivantes e amnésicas dos benzodiazepinicos
sdo conferidas por receptores GABA, que contém subunidades a;. Outros estudos
sugerem que as propriedades amnésicas dos benzoadiazepinicos também parecem estar
relacionadas a presenca de subunidades as. Ja as agdes ansioliticas e miorrelaxantes dos
benzodiazepinicos estdo associados a receptores GABA, que contém subunidades a,.
Outros autores também associam a presenca da subunidade a3 com efeitos ansioliticos

(CHRISTMAS et al., 2008).

De acordo com tais estudos, podemos sugerir que o fato do carvacrol ter

apresentado agdes ansioliticas sem apresentar efeitos sedativos, miorrelaxantes ou
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anticonvulsivantes pode estar relacionado a sua interacdo com receptores GABA A que
contém subunidades que estejam associadas a efeitos ansioliticos, mas que ndo estejam

relacionados com agdes sedativas, miorrelaxantes ou anticonvulsivantes.

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).

Os testes da suspensdo da cauda e do nado forcado sdo modelos animais
amplamente empregados para a investigagdo de atividade antidepressiva (LUO et al.,
2000; YAN et al., 2004; BASSO et al., 2009; FRANKOWSKA et al., 2007). Sdo testes
que apresentam facilidade de uso, confiabilidade, especificidade e sensibilidade ao uso

agudo de antidepressivos (CRY AN et al., 2002; DUARTE et al., 2007).

Nestes testes, os animais sdo submetidos a um estresse o qual ndo ¢ possivel
escapar. Apos um periodo de luta inicial, os animais se tornam imoéveis, assemelhando-
se a um estado de desespero e depressdo mental (MAO et al., 2008). Embora a relagdo
entre a imobilidade observada nestes dois testes e a depressdo em humanos permanega
controversa, uma grande variedade de compostos antidepressivos € compostos que
apresentam potencial antidepressivo reduzem o tempo de imobilidade nos testes da
suspensdo da cauda e do nado forcado (BILKEI-GORZO et al., 2002; DHIR &
KULKARNI, 2007; YAO et al., 2009). Neste sentido, um estudo prévio mostrou que
uma diminui¢do significativa no tempo de imobilidade no teste do nado forcado foi
observado em ratos geneticamente modificados que apresentavam supressdo da enzima

monoamino oxidase (MAQO) (CASES et al., 1995).

Outro teste utilizado para investigar drogas com potencial antidepressivo € o
teste da suspensdo da cauda. Este teste baseia-se no fato de que camundongos, quando
suspensos pela cauda a uma altura consideravel, alternam entre periodos de atividade
(luta inicial) e imobilidade (passividade), refletindo um estado de “desespero
comportamental” (PORSOLT et al., 1978). Neste teste, os animais foram considerados
imdveis quando demonstraram passividade e nenhum tipo de movimento. Drogas
antidepressivas tendem a diminuir o tempo de imobilidade no teste da suspensdo da

cauda, caracterizando um aumento do comportamento de luta.
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Os resultados do presente trabalho mostraram que os animais tratados com
carvacrol nas doses de 12,5; 25 ¢ 50 mg/kg apresentaram uma diminui¢ao significativa
no tempo de imobilidade no teste da suspensdo da cauda, fato observado também com o
uso da imipramina (30 mg/kg), um antidepressivo triciclico usado como padrdo

positivo. Este resultado sugere que o carvacrol apresenta atividade antidepressiva.

Para confirmar essa possivel atividade, foi realizado o teste do nado forcado.
Este teste também € baseado no “desespero comportamental”, onde os animais sdo
forcados a nadar em um espaco confinado (MORA et al., 2005; SAKI et al., 2009).
Neste teste, drogas antidepressivas diminuem o tempo de imobilidade, aumentando o
tempo de nado e o comportamento de luta ante o estresse (PALANZA, 2001; WANG et
al., 2009). No teste do nado forcado, os camundongos foram considerados imdveis
quando ndo demonstraram nenhuma tentativa de escapar, apresentando apenas

movimentos necessarios para manter sua cabecga fora da agua.

O teste do nado forcado parece ser mais sensivel que o teste da suspensdo da
cauda, pois ¢ observado que doses menores de drogas antidepressivas, como a
imipramina, sdo suficientes para demonstrar uma a¢do antidepressiva (THIERRY et al.,

1986; CRYAN et al., 2005).

Os resultados deste trabalho mostraram que os animais tratados com carvacrol
nas doses de 12,5; 25 e 50 mg/kg tiveram uma diminui¢do significativa no tempo de
imobilidade, confirmando a agdo antidepressiva observada no teste da suspensdo da
cauda. A imipramina (10 mg/kg), um antidepressivo triciclico, foi usada como padrao

positivo e também apresentou uma diminui¢do no tempo de imobilidade.

Assim como em relacdo ao teste do LCE, substancias que alteram a atividade
locomotora podem ocasionar um resultado falso/positivo nos testes da suspensdo da
cauda e do nado forcado, onde a diminui¢do do tempo de imobilidade estaria
relacionada ao uso de um agente estimulante do sistema nervoso central (YU et al.,
2002; YAO et al., 2009; LAMBAS-SENAS et al., 2009). Como foi visto anteriormente,
o carvacrol ndo alterou a atividade locomotora dos animais tratados com as doses de
12,5; 25 e 50 mg/kg. Esse resultado sugere que a diminui¢do do tempo de imobilidade

provocado pelo carvacrol nos testes da suspensdo da cauda e do nado for¢ado ndo esta
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relacionado com um aumento da atividade locomotora, mas sim com uma acdo

antidepressiva.

Como visto anteriormente, os efeitos do carvacrol foram estudados em dois
modelos animais de depressdo, o teste da suspensdo da cauda e o teste do nado forgado.
Apds observar um possivel efeito antidepressivo do carvacrol nesses testes, foi

investigado o envolvimento do sistema monoaminérgico nessa a¢do antidepressiva.

Para isso, foi utilizado o teste do nado for¢ado e a administragdo combinada do
carvacrol com antagonistas especificos de receptores das principais monoaminas
envolvidas na fisiopatologia da depressdo. As drogas usadas foram a prasozina (1
mg/kg, um antagonista o;- adrenérgico), ioimbina (1 mg/kg, um antagonista o,-
adrenérgico), SCH23390 (0.5 mg/kg, um antagonista D; dopaminérgico), sulpirida (50
mg/kg, um antagonista D, dopaminérgico) e para-cloro-fenilalanina (100 mg/kg, um
inibidor da sintese de serotonina), também conhecido como PCPA. A dose de carvacrol
escolhida para estes testes foi a de 25 mg/kg, por ter sido a dose que apresentou efeito

mais significativo nos testes da suspensdo da cauda e do nado forgado.

A hipdtese monoaminérgica, baseada na deficiéncia funcional de uma ou mais
monoaminas transmissoras, ¢ comumente evocada para explicar a fisiopatologia da
depressdo (KULKARNI et al., 2008; MACHADO et al., 2009; ELHWUEGI, 2004).
Esta hipdtese foi inicialmente baseada na deficiéncia de noradrenalina e serotonina,
sendo posteriormente considerada a importancia da dopamina (MACHADO el at., 2008;
POSSER et al., 2009). A maioria dos antidepressivos usados corriqueiramente exercem
seus efeitos primarios através da regulagdo das concentragdes sindpticas desses

neurotransmissores (ANDREASEN et al., 2009, MACHADO et al., 2009).

O PCPA, um inibidor da enzima triptofano-hidroxilase, foi administrado por
quatro dias consecutivos, na dose de 100 mg/kg. Estudos tem demonstrado que a
administracdo de PCPA em camundongos depleta os estoques endogenos de serotonina
em 60%, sem alterar os niveis de noradrenalina e dopamina (REDROBE et al., 1998;

WANG et al., 2008).

No nosso estudo, o pré-tratamento dos animais com PCPA ndo alterou a
atividade antidepressiva do carvacrol no teste do nado forcado. Entretanto, o pré-

tratamento com PCPA impediu completamente a ag@o antidepressiva da fluoxetina, que
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foi a droga usada como padrao positivo, por ser um conhecido antidepressivo inibidor
seletivo da recaptacdo de serotonina. Este resultado sugere que a agdo antidepressiva do
carvacrol no teste do nado forcado ndo estd envolvida com a ativagdo central de

receptores serotonérgicos.

Para a avaliagdo do envolvimento do sistema noradrenérgico no efeito
antidepressivo do carvacrol, os animais foram pré-tratados com a prasozina, um
antagonista dos receptores o;-adrenérgicos ou com a ioimbina, um antagonista dos
receptores ap- adrenérgicos, e posteriormente tratados com o carvacrol. Os resultados
demonstraram que tanto a prasozina quanto a ioimbina ndo foram capazes de reverter o
efeito antidepressivo do carvacrol no teste do nado forcado. Este resultado sugere que a
acdo antidepressiva do carvacrol ndo estd envolvida com a ativacdo central de

receptores o, € o, adrenérgicos.

Para verificar se o0 mecanismo de acdo do efeito antidepressivo do carvacrol no
teste do nado forgado estd envolvido com o sistema dopaminérgico, os animais foram
pré-tratados com o SCH23390, um antagonista dos receptores D; dopaminérgicos ou
com a sulpirida, um antagonista dos receptores D, dopaminérgicos, € posteriormente
tratados com o carvacrol. Os resultados mostraram que tanto o SCH23390 quanto a
sulpirida foram capazes de reverter o efeito antidepressivo do carvacrol no teste do nado

for¢ado.

Da mesma forma, o pré-tratamento dos animais com SCH23390 ou com
sulpirida bloqueou a acdo antidepressiva da bupropiona, um antidepressivo atipico com
potente agdo inibidora da recaptacdo de dopamina e, em menor grau, de noradrenalina.
Estas evidéncias sugerem que o efeito antidepressivo do carvacrol nos testes da
suspensdo da cauda e do nado for¢cado pode estar envolvido com a ativacdo de

receptores D; e D, dopaminérgicos.

Diversos estudos tém demonstrado um envolvimento da dopamina na
fisiopatologia da depressdo. Sabe-se que drogas que aumentam os niveis de dopamina,
como cocaina e anfetamina, produzem uma exaltagdo do humor, enquanto drogas que
reduzem os niveis de dopamina, como a reserpina, ou drogas que bloqueiam os
receptores dopaminérgicos, como os neurolépticos, podem produzir disforia e depressao

(D’ AQUILA et al., 2000).
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Além disso, neurénios dopaminérgicos originados na area ventral tegumentar e
projetados no cortex pré-frontal e no nicleo accumbens, estdo envolvidos na sensagdo
de motivacgdo e recompensa (PLANETA; CRUZ, 2005). Estudos tém demonstrado que
o uso de agonistas dopaminérgicos tem um efeito antidepressivo em modelos animais de

depressdo (BASSO et al., 2005).

Através dos experimentos comportamentais apresentados, demonstrou-se que o
carvacrol exibiu efeitos ansioliticos sem exprimir uma agdo sedativa/hipndtica ou
relaxante muscular. Em contrapartida, o carvacrol ndo apresentou acdo
anticonvulsivante, por ndo alterar a convulsdo induzida por PTZ. Na depressdo, o
carvacrol exibiu agdo antidepressiva que ndo parece estar relacionada com a
neurotransmissao  serotonérgica e noradrenérgica, mas com a transmissdo

dopaminérgica, através da  estimulagdo dos receptores D; e D,

Este estudo fornece evidéncias experimentais para a eficicia terapéutica do
carvacrol para o tratamento de desordens psiquidtricas, como a ansiedade e depressdo.
Entretanto, € necessario verificar os niveis de monoaminas, assim como Seus
respectivos metabdlitos, em animais pré-tratados com o carvacrol, através da técnica do
HPLC. Também ¢ necessaria a realizagdo de estudos da interacdo droga-receptor,

através do método do binding, para confirmar os possiveis mecanismos de ag¢do do

carvacrol sugeridos neste trabalho.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

O estudo dos efeitos da administracdo aguda de carvacrol nas doses de 12,5; 25 ¢ 50
mg/kg em modelos animais de ansiedade, depressdo, atividade locomotora, sedagdo e

convulsdo levou as seguintes consideragdes:

v No teste do campo aberto, carvacrol nas doses de 12,5; 25 ¢ 50 mg/kg ndo
alterou a atividade locomotora espontdnea dos animais. As doses de 25 e 50
mg/kg diminuiram o nimero de grooming. O comportamento de grooming pode
estar associado com a estimulag@o de receptores dopaminérgicos, o que sugere

que o carvacrol possa agir ativando tais receptores.

v" No teste do labirinto em cruz elevado, carvacrol nas trés doses estudadas
aumentou todos os pardmetros analisados, sugerindo uma possivel agdo

ansiolitica.

v" O mecanismo de a¢do ansiolitico do carvacrol parece estar relacionado com o
receptor GABA/Benzodiazepinico, pois no teste do labirinto em cruz elevado a
acdo ansiolitica do carvacrol foi revertida pelo flumazenil, um ja conhecido

antagonista deste receptor.

v" No teste do rota rod, a coordena¢do motora dos animais ndo foi alterada,
sugerindo que o carvacrol nas doses estudadas ndo apresenta efeito

miorrelaxante.

v No teste do tempo de sono induzido por pentobarbital, carvacrol nas trés doses
estudadas ndo alterou nenhum dos pardmetros analizados, sugerindo que a

substancia ndo apresenta efeito sedativo/hipnotico.

v" No teste da convulsio induzida por pentilenotetrazol, carvacrol nas doses de
12,5; 25 e 50 mg/kg ndo alterou as laténcias de convulsdo e de morte, ndo

apresentando a¢@o anticonvulsivante.



101

v Nos testes do nado forgado e suspensdo da cauda, carvacrol nas doses de 12,5;
25 e 50 mg/kg apresentou efeito antidepressivo. Este efeito foi confirmado pelo
teste do campo aberto, descartando-se hiperativiadade, pois carvacrol ndo

alterou a atividade locomotora espontanea neste teste.

v" O mecanismo de ag¢do antidepressivo do carvacrol, analisado no teste do nado
forcado, parece estar envolvido com o sistema dopaminérgico, possivelmente

pela ativagdo dos receptores D, e D,.
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8 CONCLUSAO

Em suma, por meios dos experimentos comportamentais realizados, podemos
sugerir que o carvacrol apresenta efeito ansiolitico, mas ndo apresenta efeito sedativo
ou miorrelaxante. Este efeito ansiolitico estd provavelmente relacionado com o
sistema gabaérgico. Além disso, o carvacrol apresenta efeito antidepressivo, que
parece estar relacionado com o sistema dopaminérgico, especificamente envolvendo

os receptores D; e D».
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oregano and thyme. This work presents the behavioral effects of carvacrol in animal
models of elevated plus maze (EPM), open field, Rotarod and barbiturate-induced
sleeping time tests in mice. Carvacrol (CVC) was administered orally, in male mice, at
single doses of 12.5; 25 and 50 mg/kg while diazepam 1 or 2 mg/kg was used as
standard drug and flumazenil (2.5 mg/kg) was used to elucidate the possible
anxiolytic mechanism of CVC on the plus maze test. The results showed that CVC, at
three doses, had no effect on the spontaneous motor activity in the Rotarod test nor
in the number of squares crossed in the open-field test. However, CVC decreased the
number of groomings in the open-field test. In the plus maze test, CVC, at three doses
significantly increased all the observed parameters in the EPM test and flumazenil
was able to reverse the effects of diazepam and CVC. Therefore, CVC did not alter the
sleep latency and sleeping time in the barbiturate-induced sleeping time test. These
results show that CVC presents anxiolytic effects in the plus maze test which are not
influenced by the locomotor activity in the open-field test.

INTRODUCTION

as therapeutics are derived from natural products
(plants, microbes and animals) or are natural product

Anxiety disorders are among the most common forms of
psychopathology worldwide [1]. This psychological
problem negatively impacts the functioning of daily
activities and increases the risk for other types of
disorders [2]. Benzodiazepines are the most frequently
drugs used for the treatment of anxiety. The use of these
drugs is associated with many side-effects, including
sedation, muscle relaxation, anterograde amnesia and its
continued use leads to dependence and tolerance [3,4].

Since ancient times, natural products have consis-
tently been an important source of therapeutic agents.
Currently, approximately 25-30% of all drugs available

derivatives [5]. Many studies have demonstrated that
plant-derived essential oils exhibit a variety centrally
active properties [6-9], including anxiolytic properties
[9,10] that may be used as therapeutic alternatives for
the treatment of anxiety. Several of these described
effects are frequently attributed to monoterpenes, which
are the major chemical components of those essential
oils [8].

Carvacrol (5-isopropyl-2-methylphenol) (Figure 1) is
a monoterpenic phenol present in the essential oil
of Labitae including Origanum, Satureja, Thymbra,
Thymus, and Corydothymus [11]. It is the major
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Figure 1 Structure of carvacrol.

component of the essential oil fraction of oregano and
thyme [12] and it has a characteristic pungent warm
taste and odor [13].

Carvacrol has been used on a large scale in the food
and cosmetic industries, being a common ingredient of
the human diet [14]. It was reported that CVC has
antibacterial, antifungal, antihelmintic, analgesic, anti-
oxidant, antimutagenic, antigenotoxic, antispasmodic,
antiinflammatory, and hepatoprotective
activities [15]. Studies on human cell lung cancer
demonstrated that carvacrol may have anticancerogenic
properties [11].

There are no published studies on the central actions
of CVC, but previous studies have demonstrated central
nervous properties of monoterpenes [8,16]. In the
present study, we performed a pharmacological investi-
gation of CVC on anxiety using the elevated plus maze
(EPM), a behavioral test for anxiolytic drugs [17]. In
addition to EPM, we also analyzed the effects of CVC on
animal models of locomotor, sedative, and myorelaxant
activities. To compare the effects of CVC with an
anxiolytic standard, mice were treated with diazepam
and evaluated in the same behavioral tasks described
before.

angiogenic,

MATERIALS AND METHODS

Animals

Male Swiss mice (25-30 g) were used only once in each
experiment. The animals were provided by the Animal
House of the Federal University of 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

We have previously reported [8] that isopulegol, a
monoterpene alcohol demonstrated antianxiety effects
on the EPM at doses of 25 and 50 mg/kg. As CVC is also
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a monoterpene, we decided to use doses of 25 and
50 mg/kg on the EPM to investigate the anxiolytic effect
of this drug. Additionally we tested a dose of 12.5 mg/
kg, which was the lowest dose to demonstrate anxiolytic
effects in our study.

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

Carvacrol was emulsified with 0.2% Ttween 80
(Sigma) 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. All con-
trols received 0.2% Tween 80 (Sigma, USA) dissolved in
distilled water at the same volume as the treated groups
(10 mL/kg). Diazepam (DZP) 1 and 2 mg/kg (Uniao
Quimica, Sao Paulo, SP, Brazil) and Flumazenil (FLU)
2.5 mg/kg (Unido Quimica) both i.p. were used as
standard. The doses of the standard drugs were chosen
according to previous studies in literature [7-9,18].

Experimental protocol

The animals were tested during the morning period
(between 9 and 12 h am) and observed in a closed room
with constant temperature (23 £ 1 °C) and poorly illu-
minated with a 15-V red light, except in the rotarod test
and pentobarbital-induced sleeping time test which was
illuminated with normal light. All tests were performed in
different days with distinct groups of animals.

Elevated plus maze test (EPM)

The EPM for mice [19] consisted of two perpendicular
open arms (30x 5cm) and two closed arms
(30 x 5 x 25 cm) also in perpendicular position. The
open and closed arms were connected by a central
platform (5 x 5 cm). The platform and the lateral walls
of the closed arms were made of transparent acrylic and
the floor of black acrylic. The maze was 45 c¢cm above the
floor. One hour later the treatment, the animal was
placed at the center of the plus maze facing one of the
enclosed arms, and observed for 5 min, according to the
following parameters: number of entries into the open
and closed arms, and time of permanence in each of
them. The ratios ‘number of entries into open arms/
number of entries into all (i.e., open and closed) arms’
and ‘time spent in the open arms/time spent in all arms’
were calculated and multiplied by 100 to yield the
percentages of entries into open arms and the percentage
of time of permanence in the open arms. Anxiolytic
compounds reduce the animal’s aversion to the open
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arms and promote the exploration thereof. The animals
were divided into five groups with 10-15 per group.

Open-field test

The open-field area was made of acrylic (transparent
walls and black floor, 30 x 30 x 15 c¢cm) divided into
nine squares of equal area. This apparatus was used to
evaluate the exploratory activity of the animal [20]. The
observed parameters were as follows: number of squares
crossed (with the four paws) and number of groomings
and rearings. The animals were divided into five groups
with 8-10 animals per group.

Rotarod test

For the Rotarod test [21], animals were divided into 15
groups, with eight mice per group, and were placed with
the four paws on a 2.5 cm diameter bar, 25 cm above
the floor, which was turning at 5, 15, and 40 rpm [8].
The time of permanence on the bar was measured for
2 min for each animal and different groups were used at
all rotating speeds.

Pentobarbital-induced sleeping time

One hour later oral treatment with CVC (12.5; 25 and
50 mg/kg), vehicle or DZP (1 mg/kg), all five groups,
with 8-10 animals per group, were received sodium
pentobarbital (40 mg/kg) i.p. Since then the injection up

(@5

Figure 2 Plus maze test of groups of
mice which received vehicle, carvacrol
(12.5, 25, and 50 mg/kg) and DZP

(1 mg/kg). (a) NEOA: number of entries
in the open arms; (b) PEOA(%): per-
centage of entries in the open arms;

(c) TPOA(s): time of permanence in

the open arms; (d) PTOA(%): percentage
of time of permanence in the open arms.
The results are presented as mean *
SEM. Significant difference compared
with control (*P < 0.05; **P < 0.01;
%P < 0.001). ANOoVA and Student—
Newman—Keuls as the post hoc test.

to the loss of the righting reflex is recorded as sleeping
latency and the time elapsed between the loss and
voluntary recovery of the righting reflex is recorded as
sleeping time [22,23].

Statistical analyses

The results are presented as mean + SEM. Data were
analyzed by one-way analysis of variance (ANOVA)
followed by Student-Newman—Keuls post hoc test. For
data of the EPM test, one-way ANovA was used for the
comparison between the effects of different doses of drugs
with vehicles. Two-way aNova followed by Bonferroni as
the post-test was used for evaluation of interactions
between drugs. Results were considered significant at
P < 0.05.

RESULTS

Elevated plus maze test (EPM)

In this test one-way ANOVA revealed (Figure 2) that
groups treated with CVC (12.5, 25, and 50 mg/kg) and
DZP (1 mg/kg) significantly modified all the observed
parameters: the number of entries in the open arms
(NEOA) [CVC-12.5, CVC-25, CVC-50, DZP-1: F(4,54) =
10.48, P < 0.05] and percentage of entries in the open
arms (PEOA%) [CVC-12.5, CVC-25, CVC-50, DZP-1:
F(4,55) = 12.17, P <0.05], as well as the time of

(®) go.
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permanence in the open arms (TPOA/s) [CVC-12.5, CVC-
25, CVC-50, DZP-1: F(4,53) = 23.57, P < 0.05] and
percentage of time of permanence in the open arms
(PTOA%) [CVC-12.5, CVC-25, CVC-12.5, DZP-1:
F(4,53) = 12.48, P < .05]. Two-way ANovA (Figure 3)
revealed that flumazenil (2.5 mg/kg) reversed the anx-
iolytic effect of CVC 25 mg/kg and DZP 1 mg/kg in all
parameters analyzed: (NEOA [CVC-25, CVC-25 + FLU-
2.5, DZP-1, DZP-1 + FLU-2.5: F(4,46) = 12.64, P <
0.001]; (PEOA% [CVC-25, CVC-25 + FLU-2.5, DZP-1,
DZP-1 + FLU-2.5: F(4,42) = 17.55,P < 0.01]; (TPOA/s)
[CVC-25, CVC-25 + FLU-2.5, DZP-1, DZP-1 + FLU-2.5:
F(4,44) = 27.44, P < 0.05; (PTOA%) [CVC-25, CVC-
25 + FLU-2.5, DZP-1, DZP-1 + FLU-2.5: F(4,44) =
19.13, P < 0.01].

Open-field test

In the open-field test (Figure 4), CVC at doses of 12.5, 25,
and 50 mg/kg did not significantly alter the number of
crossings and rearings compared with respective con-
trols. Carvacrol at doses of 25 and 50 mg/kg, but not at
dose of 12.5 mg/kg, significantly decreased the number
of groomings as compared with control. Animals treated
with DZP (2 mg/kg) decreased the number of crossings
[DZP-2: F(4,36) = 14.56, P < 0.05], groomings [CVC-
25, CVC-50, DZP-2: F(4,36) = 6.184, P < 0.05] and
rearings [DZP-2: F(4,32) = 3.906, P < 0.05] as com-
pared with control group.

Rotarod
Carvacrol at doses of 12.5, 25, and 50 mg/kg did not
alter the time of permanence on the bar at 5, 15, and
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40 rpm as compared with control group. Diazepam
(2 mg/kg) decreased this parameter: [5 rpm: DZP-1:
F(4,31) = 26.08, P < 0.05; 15 rpm: DZP-1: F(4,31) =
29.62, P <0.05; 40 rpm: DZP-1: F(4,31) = 4.860,
P < 0.05] (Figure 5).

Pentobarbital-induced sleeping time

Carvacrol at three doses (12.5, 25, and 50 mg/kg) did
not alter the parameters of sleeping latency and sleeping
time as compared with control group. Animals treated
with DZP (1 mg/kg) showed a decrease in sleeping
latency [DZP-1: F(4,33) = 4.667, P < 0.05] and prolon-
gation of pentobarbital-induced sleeping time [DZP-1:
F(4,33) = 9.599, P < 0.05] (Figure 6).

DISCUSSION

Carvacrol (5-Isopropyl-2-methylphenol) is
terpenic phenol present in the essential oil of many
plants. Previous studies have demonstrated central
nervous actions of monoterpenes such as anxiolytic,
antidepressant, and psychostimulant properties [8,16].
Based on these observations, we decided to investigate
whether CVC exhibits central nervous system activity
as we could not locate any previously published
studies.

In this work, the effects of CVC were studied in an
animal model of anxiety, the EPM. In addition to EPM,
we also analyzed the effects of carvacrol on the open
field, Rotarod and pentobarbital-induced sleeping time.
These tests are classical models for screening central
nervous system actions providing information about

d mono-

Figure 3 Plus maze test of groups of
mice which received vehicle, carvacrol
(25 mg/kg), DZP (1 mg/kg) or FLU
(2.5 mg/kg). (a) NEOA: number of

a b
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entries in the open arms; (b) PEOA(%):
percentage of entries in the open arms;
(c) TPOA(s): time of permanence in the
open arms; (d) PTOA(%): percentage of
time of permanence in the open arms.
The results are presented as mean *
SEM. Significant differences compared
with control (*P < 0.05; **P < 0.01;
**P < 0.001). Two-way ANOVA and
Bonferroni as the post hoc test were
used.
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Figure 4 Open-field test of groups of mice which received vehicle, carvacrol (12.5, 25, and 50 mg/kg) and DZP (2 mg/kg). (a) Number of
squares crossed. (b) Rearing. (c) Grooming. The results are presented as mean + SEM. Significant difference compared with control
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Figure 5 Rotarod test of groups of mice which received vehicle, carvacrol (12.5, 25, and 50 mg/kg) and DZP (2 mg/kg). The figure shows
time of permanence (s). The results are presented as mean + SEM. Significant difference compared with control (*P < 0.05; **P < 0.001).

ANOVA followed by Student—-Newman—Keuls as the post hoc test.

psychomotor performance, myorelaxant activity, seda-
tion effect, and anxiety [18].

The present study showed that the administration of
different doses of CVC in mice was able to induce
anxiolytic-like effects in the EPM. This test was originally
developed by Lister [19] and has become a model for
study of anxiety-like behavior in rats and subsequently
in mice [24]. Tt is based on the natural aversion of
rodents to open spaces and has been used to study

@300-
C)
Figure 6 Effects of mice treatment with § 200
carvacrol (12.5, 25, and 50 mg/kg i.p.) %
and diazepam (1 mg/kg) on sleep latency =
time (a) and sleeping time (b) caused %_100'
by pentobarbital (40 mg/kg). The results g
are presented as mean * SEM. Signifi- « 04

cant difference compared with control
(*P < 0.01; **P < 0.001). Student— ®
Newman—Keuls as the post hoc test.

anxiety and its modulation by drug treatment [25]. In
the EPM test, decreased occupancy, in the open arm and
reduction in the open-arms entries in relation to the total
arm entries, provides a measure of fear-induced inhibi-
tion of exploratory activity which is attenuated by
anxiolytics and increased by anxiogenic agents [26].
Our results showed that CVC at all three doses decreased
the avoidance to open arms, increased the number of
entries into open arms (NEOA) and also increased, the
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time of permanence in the open arms (TPOA), the
percentage of entries into open arms (PEOA), and the
percentage of time of permanence in the open arms
(PTOA) were similar to the effects observed after admin-
istration of the reference anxiolytic drug DZP (1 mg/kg).
These data are in agreement with the results of other
studies, where DZP at 1 mg/kg has been shown to
produce anxiolytic effects in the EPM test [8,9,18].

The mechanism of action of benzodiazepines is well-
described in literature. These drugs are allosteric mod-
ulators of y-aminobutyric acid (GABA,) receptor, which
results in increased hyperpolarization of the cell [26].
Flumazenil is a recognized antagonist of benzodiazepine
site and was used to elucidate the possible mechanism by
which CVC is actuating in this model. The results
showed that flumazenil reversed not only the anxiolytic
effect of DZP but also the anxiolytic effect of CVC,
indicating that both drugs might present a similar
mechanism of action. A recent study [27] has suggested
that CVC may act on alteration of the GABA, receptor
lipid environment as part of the receptor modulation
exerted by phenolic compounds.

Published data have shown that drugs that alter
general motor activity may give false positive/negative
results in the EPM test [8,9]. So, we decided to study the
effects of CVC in the open-field test, a classical animal
model used to evaluate autonomic effects of drugs and
general activity of animals [28]. Our results showed that
all the three doses did not alter the locomotor activity
(number of crossings) compared with control group. In
contrast, DZP 2 mg/kg, i.p. decreased locomotor activity,
grooming and rearing, indicating a sedative effect of
the benzodiazepine. However, CVC in doses of 25 and
50 mg/kg decreased the number of groomings. It is
described in the literature that grooming can be modu-
lated by various neurotransmitters [29] with dopamine
being particularly important [9,30]. However, based only
on a decrease in grooming we cannot speculate on the
involvement of the dopaminergic system in the effects of
CVC. Further studies will be performed to clarify this.

To study a possible myorelaxant activity of CVC, we
decided to evaluate the effect of this substance in the
Rotarod test, a classical animal model used to assess drug
effects on motor coordination in rodents [31]. This test is
based on the fact that once an animal placed on a rod
which is rotating at a constant speed easily falls from the
rod after ingestion of a central depressant drug [32]. Our
findings showed that CVC (12.5, 25, and 50 mg/kg),
compared with DZP (2 mg/kg), had no significant effect
on the motor coordination of the animals on Rotarod
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test, suggesting that CVC might not exert myorelaxant
effect at doses of 12.5, 25, and 50 mg/kg. Previous
studies have demonstrated how an anxiolytic drug, such
as DZP in higher doses (2 mg/kg) causes muscular
relaxation [7-9,18]. In addition this test is also able to
detect drugs that cause alterations in motor coordina-
tion. According to Bohlen et al. [31], animals who
presented at least two passive rotations were eliminated
from the study.

The possible sedative effect of CVC on the central
nervous system was evaluated by the potentiation of
sodium pentobarbital sleeping time. Our results showed
that CVC at doses of 12.5, 25, and 50 mg/kg did not
alter the sleeping latency time and sleeping time com-
pared with control group. Diazepam (1 mg/kg) decreased
the sleeping latency time and increased the sleeping time
compared with control. These results are in agreement
with the results of other studies, in which DZP at 1 mg/
kg have been shown to decrease the sleeping latency
time and increase the sleeping time, indicating a sedative
effect of the benzodiazepine [8,9].

In conclusion, our results suggest that acute treatment
with CVC at doses of 12.5, 25 and 50 mg/kg shows
anxiolytic effects which are reversed by the use of
flumazenil as demonstrated by the EPM test. However,
CVC at the three doses that showed anxiolytic activity
did not show sedative or myorelaxant properties and did
not alter the locomotor activity as demonstrated in
sodium pentobarbital sleeping time, Rotarod and open-
field tests, respectively.
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