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RESUMO

AVALIACAO DOS EFEITOS FARMACOLOGICOS DE (- MENTOL EM
MODELOS COMPORTAMENTAIS E DE GASTROPROTECAO EM
CAMUNDONGOS. PATRICIA FREIRE DE VASCONCELOS. Dissertacio de
Mestrado. Orientador (a): Francisca Cléa Florenco de Souza. Programa de Poés-
Graduacido em Farmacologia. Departamento de Fisiologia e Farmacologia, UFC, 2009.

O mentol, constituinte majoritario da horteld-pimenta, foi avaliado em modelos animais para
investigar sua atividade no sistema nervoso central através de modelos experimentais animais
para depressdo, ansiedade, sedag@o e convulsio, tais como, nado forcado (NF), suspensdo da
cauda (SC), campo aberto, labirinto em cruz elevado (LCE), rota rod, tempo de sono induzido
por pentobarbital e convulsido induzida por pentilenotetrazol. Dos efeitos comportamentais
também foi avaliado o papel da gastroprotecdo, o qual buscou-se investigar os mecanismos de
acdo envolvidos, ja que hd indicios, mas poucos estudos referentes a esse efeito. (-)- Mentol
foi administrado de forma aguda em todos os testes por via intraperitoneal, nas doses de 25 e
50 mg/kg, e no caso do NF também foi utilizado na dose de 10 mg/kg. Para o estudo da
atividade gastroprotetora, (-)-mentol foi administrado por via oral nas doses de 100 e 200
mg/kg. A tdlcera géstrica foi induzida pela administracdo de 0,2 ml de etanol absoluto ou
indometacina (20mg/kg). Os resultados mostraram que no NF e SC, (-)-mentol apresentou
efeito antiimobilidade em todas as doses. No teste do campo aberto, (-)-mentol aumentou o
nimero de travessias nas doses de 25 e 50 mg/kg, com nenhum efeito significativo na dose de
10 mg/kg. Houve também aumento de rearing e diminuicdo de grooming. O mecanismo de
acdo de anti-imobilidade do mentol parece estar envolvido com os sistemas dopaminérgico e
noradrenérgico, talvez com uma possivel ativacio dos receptores dopaminérgicos do tipo D»,
e noradrenérgico, provavelmente por ativacdo dos receptores adrenérgicos do tipo o;. No rota
rod, em todas as doses, a coordenacdo motora dos animais ndo foi alterada. No LCE, (-)-
mentol ndo houve alteracio em nenhum pardmetro. No tempo de sono induzido por
pentobarbital, (-)- mentol reduziu o efeito sedativo/hipndtico do pentobarbital sédico. Na
convulsdo induzida por pentilenotetrazol aumentou a laténcia de morte. A administrag¢do oral
de (-)-mentol 100 e 200 mg/kg foi capaz de proteger dos danos na mucosa géstrica pelo pré-
tratamento com etanol e indometacina. Administragdo prévia de glibenclamida (10 mg/kg,
i.p.) foi capaz de reverter a gastroprote¢do promovido por (-)-mentol 200 mg/kg na ulcera
induzida por etanol. No entanto, pré-tratamento com L-NAME (10 mg/kg, i.p.) ndo foi capaz
de reverter efeito gastroprotetor do (-)-mentol. A dosagem de GSH géstrico mostrou que os
niveis de GSH aumentaram com a administracdo de (-)-mentol. O presente estudo fornece
evidéncias hd uma agdo psicoativa de mentol no NF e esta parece ser dependente da sua
interacdo com os sistemas noradrenérgico (al) e dopaminérgico (D;). Em conjunto, estes
resultados sugerem que o mentol apresenta, provavelmente acdo estimulante no SNC, e é
desprovida de efeito ansiolitico e tem provavel acdo anticonvulsivante. A gastroprotecio
promovida por (-)-mentol pode estar associada a abertura dos canais K+ dependentes de ATP
e ao aumento da quantidade de GSH.

Palavras-chave: Mentha piperita. (-) —Menthol. Efeito Antidepressivo. Efeito
Anticonvulsivante. Gastroprote¢ao.
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ABSTRACT

ASSESSMENT OF THE EFFECTS OF (-)-MENTHOL ON BEHAVIORAL AND
GASTROPROTECTIVE MODELS IN MICE. PATRICIA FREIRE DE
VASCONCELOS. DISSERTATION. SUPERVISOR (A): FRANCISCA CLEA
FLORENCO DE SOUZA. DEPARTMENT OF PHYSIOLOGY AND
PHARMACOLOGY, UFC, 2009.

Menthol, major constituent of peppermint, has been evaluated in animal models to investigate
their activity in the central nervous system through experimental animal models for
depression, anxiety, sedation and convulsion, such as forced swimming (FS), tail suspension
(TS), open field, elevated plus maze (EPM), rota rod, sleeping time induced by pentobarbital
and pentylenetetrazol-induced convulsion. Behavioral effects was also evaluated the role of
gastroprotective, seeking to investigate the mechanisms involved, since there is evidence, but
few studies on this effect. (-) - Menthol was administered acutely in all tests intraperitoneally
at doses of 25 and 50 mg / kg, and in the case of NF, it was also used at a dose of 10 mg / kg.
To study the gastroprotective activity, (-)-menthol was administered orally at doses of 100
and 200 mg / kg. The gastric ulcer was induced by administration of 0.2 ml of absolute
ethanol or indomethacin (20mg/kg). The results showed that the FS and TS, (-)-menthol
showed antidepressant effect at all doses. In the open field test, (-)-menthol increased the
number of crossings in doses of 25 and 50 mg / kg, with no significant effect on the dose of
10 mg / kg was not significant. There was increased rearing and decreased grooming. The
mechanism of action of anti-immobility menthol seems to be involved with the dopaminergic
and noradrenergic systems, perhaps with a possible activation of the dopamine D, and
noradrenergic, likely by activation of adrenergic receptors of type a;. The route rod, at all
doses, the motor coordination of animals was not changed. In EPM, (-)-menthol did not
change in any parameter. In the sleep time induced by pentobarbital, (-) - menthol reduced the
sedative / hypnotic of pentobarbital sodium. Convulsion induced by pentylenetetrazol
increased the latency of death. Oral administration of (-)-menthol 100 and 200 mg / kg were
able to protect the damage to gastric mucosa by pre-treatment with ethanol and indomethacin.
Prior administration of glibenclamide (10 mg / kg, ip) was able to reverse the gastroprotecio
promoted by (-)-menthol 200 mg / kg in ethanol-induced ulcers. However, pretreatment with
L-NAME (10 mg / kg, ip) was not able to reverse gastroprotective effect of (-)-menthol.
Measurement of gastric GSH showed that GSH levels increased with the administration of (-)-
menthol. In conclusion, this study provides evidence indicating that there is a psychoactive
effects of menthol in NC and this seems to be dependent on their interaction with the
noradrenergic (o;) and dopamine (D,). Together, these results suggest that menthol has
probably stimulating action in the CNS is devoid of anxiolytic and anticonvulsant action is
likely. The gastroprotective action promoted by (-)-menthol can be associated with the
opening of ATP-dependent K * channels and the increased amount of GSH.

Keywords: Mentha piperita. (-)-Menthol. Antidepressant. Anticonvulsant. Gastroprotective
action.
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1 INTRODUCAO

1.1 Generalidades

Planta medicinal é aquela planta administrada sob qualquer forma e por alguma via ao
homem, exercendo algum tipo de acdo farmacoldgica. As plantas podem ser classificadas de
acordo com sua ordem de importancia, iniciando-se pelas plantas empregadas diretamente na
terapéutica, seguidas daquelas que constituem matéria-prima para manipulacio e, por dltimo,
as empregadas na industria para obtencdo de principios ativos ou como precursores em semi-

sintese (FOGLIO et al., 2006).

A histéria do uso de plantas medicinais tem mostrado que elas fazem parte da
evolucdo humana e foram os primeiros recursos terapéuticos utilizados pelos povos. As
antigas civiliza¢des t€m suas proprias referéncias histéricas acerca das plantas medicinais e,
muito antes de aparecer qualquer forma de escrita, o homem j4 utilizava as plantas e, entre
estas, algumas como alimento e outras como remédio. Nas suas experiéncias com ervas,
tiveram sucesso e fracasso, sendo que, muitas vezes, estas curavam e em outras matavam ou

produziam efeitos colaterais severos (TOMAZZONI et al., 2006).

Diante disso, ao longo dos anos, a populacdo de um modo geral acumulou um saber
expressivo sobre métodos alternativos para o tratamento de doengas. O uso de produtos
naturais tem significado maégico-religioso e em diferentes culturas influencia o conceito

saude-doencga existente (RATES, 2001).

As plantas, além de seu uso na medicina popular com finalidade terapéutica, t€ém
contribuido, ao longo dos anos, para a obtencdo de vérios firmacos, até hoje amplamente
utilizados na clinica, como a emetina, a vincristina, a colchicina, a rutina. A cada momento
sdo relacionadas na literatura novas moléculas, algumas de relevante acdo farmacoldgica

como a forscolina, o taxol e a artemisinina (CECHINEL FILHO; YUNES, 1998).

Até meados do século XX, as plantas medicinais e seus derivados constitufam a base
da terapéutica medicamentosa, quando a sintese quimica, que teve inicio no final do século

XIX, iniciou uma fase de desenvolvimento vertiginoso (CALIXTO, 2000).
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Com a Revolucio Industrial, veio o desenvolvimento acentuado de produtos quimicos
resultando na preferéncia por parte da populacdo pelo uso de medicamentos sintéticos para o
tratamento farmacolégico das doengas. As razdes para que isso acontecesse foram a facilidade
da obtencdo de compostos puros, modificagdo estrutural deles para produzir farmacos
potencialmente mais ativos e seguros podendo ser mais ficil e barato para a industria

farmacé€utica que vinha em franca expansio (RATES, 2001).

Nos paises em desenvolvimento, entre eles o Brasil, assim como em paises
desenvolvidos, a partir da segunda metade dos anos 70 e década de 80, tem-se verificado o

crescimento das “medicinas alternativas” e, entre elas, a fitoterapia (TOMAZZONI et al., 2006).

E notério que nos tltimos tempos, o interesse pelo uso de produtos naturais vem
aumentando. Esse interesse pelas drogas de origem natural deve-se a vdrias razdes, dentre
elas, o uso abusivo e até mesmo incorreto de drogas sintéticas, resultando em outros
problemas diferentes daqueles que j4 se tinha, a inacessibilidade de grande parte da populagdo
ao tratamento farmacoldgico tradicional e a sensibilizagdo da populacdo em acreditar que

produtos naturais sejam inofensivos (RATES, 2001).

Atualmente cerca de 50% dos medicamentos utilizados sdo de origem sintética e cerca

de 25% sao de origem vegetal, isolados ou produzidos por semi-sintese (CALIXTO, 2000).

Diante desta expansdo do uso de plantas medicinais, muitos centros nas mais variadas
regides do mundo vém desenvolvendo estudos sobre as propriedades farmacoldgicas das

plantas medicinais, sendo os resultados bem promissores (CORREA et al., 2003).

De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA), fitoterdpico
consiste em todo medicamento obtido empregando-se exclusivamente matérias-prima ativas
vegetais. Caracteriza-se pelo conhecimento da eficacia e dos riscos de seu uso, assim como
pela reprodutibilidade e constincia de sua qualidade. Através de levantamentos
etnofarmacoldgicos de utilizagdo, documentacdes tecnocientificas em publicagdes ou ensaios
clinicos de fase trés é validada a sua eficdcia e seguranca. Os fitoterdpicos, assim como todos
os medicamentos, devem oferecer garantia de qualidade, ter efeitos terapéuticos

comprovados, composicio padronizada e seguranca de uso para a populagdo (LEITE, 2008).
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Os fitoterdpicos representam uma parcela significativa no mercado de medicamentos.
O setor movimenta globalmente US$ 21,7 bilhdes por ano. No Brasil, ndo existem dados
oficiais atualizados, porém, estima-se que esse mercado gira em torno de US$ 160 milhdes
por ano. E o fator de atracdo é o ritmo de crescimento das vendas internamente, mais de 15%
anuais, contra 4% do que evoluem as vendas dos medicamentos sintéticos. Em toda a cadeia
produtiva, o setor fitoterdpico movimenta anualmente cerca de R$ 1 bilhdo (FEBRAFARMA,
2009).

Com o advento da Estratégia Saide da Familia (ESF), criado em 1994 pelo Ministério
da Saudde, houve a valorizacdo da fitoterapia dentro das perspectivas terapéuticas da ESF,
resultando ndo s6 em beneficios para a satide, mas também em beneficios de ordem
econdmica, conforme relata Noumi et al. (1999). Um aspecto importante desta proposta de
tratamento complementar estd no fato de que a aplicagc@o deste conjunto de informacdes torna
possivel o emprego terapéutico do principio ativo, sem que seja preciso retird-lo da planta,
evitando, assim, a aplicacdo dos onerosos processos necessarios a sua extracio, isolamento e

purificacdo (BRASILEIRO et al., 2008).

Com o desenvolvimento do mercado de fitoterapia, houve a preocupacao por parte de
orgaos ligados ao governo em regulamentar o uso de plantas medicinais em nosso pais. Para
tanto foi criada a Portaria 6/1995 da Secretaria de Vigilancia Sanitdria do Ministério da
Satide, reformulada pela Portaria 1029/1988 e finalmente substituida pela Resolugdo RDC
ANVISA 17/2000, que estabelece pardmetros de qualidade, visando o registro desses
produtos junto ao MS (BRASIL, 2000).

Essa preocupacgdo surgiu porque no Brasil, as plantas medicinais da flora nativa sdo
consumidas com pouca ou nenhuma comprovacido de suas propriedades farmacoldgicas,
propagadas por usudrios ou comerciantes. Muitas vezes essas plantas sdo, inclusive,
empregadas para fins medicinais diferentes daqueles utilizados pelos silvicolas. Comparada
com a dos medicamentos usados nos tratamentos convencionais, a toxicidade de plantas
medicinais e fitoterdpicos pode parecer trivial. Isto, entretanto, ndo é verdade. A toxicidade de
plantas medicinais € um problema sério de saide publica. Dai a necessidade da elaboracdo de

regulamentacdo a partir de protocolos para sua utilizacdo (VEIGA-JUNIOR et al., 2005).
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Desde a Declaragdo de Alma-Ata, em 1978, a Organizacdo Mundial da Saide tem
expressado sua posicdo a respeito da necessidade de valorizar a utilizacdo de plantas
medicinais no dmbito sanitario, em funcido de que 80 % da populacio mundial dependem
dessas espécies, no que se refere a ateng@o primdria a satde. Dentro deste contexto, o Brasil
tem buscado estabelecer diretrizes na drea de plantas medicinais e saide publica, como a
aprovacio da Politica Nacional de Préticas Integrativas e Complementares no Sistema Unico

de Satde (BRASIL, 2006).

Através da realizacdo de diversas reunides internacionais, a Organizacdo Mundial da
Satide (OMS) investiga melhores condi¢des para manter a qualidade, a eficicia e a seguranga

dos fitoterapicos (SOUSA et al., 2008).

Atualmente existe um grande niimero de plantas medicinais cujo potencial terapéutico
tem sido estudado em uma variedade de modelos animais, e cujos mecanismos de acdo tem
sido investigados através de ensaios neuroquimicos. Estes estudos t€m providenciado
informagdes uteis para o desenvolvimento de novas farmacoterapias a partir dessas plantas

para o tratamento dos mais variados distarbios (SOUSA et al., 2008).

Logo, a selecdo de uma planta para estudo farmacolégico € um passo muito
importante. A escolha pode ser feita de varias maneiras através do uso tradicional dos
componentes quimicos, da selecdo randomizada ou da combinacdo de mais de um critério. A
estratégia mais comum ¢é o uso das fontes naturais na medicina popular, que é conhecida

como etnofarmacologia (RATES, 2001).

Neste contexto, o fato de usar principios ativos extraidos de plantas medicinais, em
sua forma isolada, apresenta muitas vantagens como asseguramento da constincia de
composicdo, auséncia de qualquer outra substincia ativa, além daquela determinante da
atividade e maior facilidade para o controle de qualidade, em relacdo aos produtos de

composicio complexa e ndo conhecida completamente (SCHENKEL et al., 2003).
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1.2 A Familia Lamiaceae

Virias espécies de plantas da familia Lamiaceae (Labiatae) tém importincia horticola
e sdo utilizadas na culinaria, na medicina caseira, na industria farmacéutica e cosmética. Essa
familia apresenta distribuicdo cosmopolita, com cerca de 300 géneros e aproximadamente
7500 espécies. No Brasil, ocorrem cerca de 350 espécies distribuidas em 26 géneros (SOUSA
et al., 2005). Sdo cosmopolitas, porém tém como centros de origem as regides mediterranicas,
o Oriente Médio e as montanhas subtropicais. Muitas espécies de importincia econdmica da
familia Lamiaceae, como o alecrim (Rosmarinus officinalis L.), erva-cidreira (Melissa
officinalis L.), hissopo (Hyssopus officinalis L.), hortela-pimenta (Mentha piperita L.),
lavanda (Lavandula spp.), manjericdo (Ocimum basilicum L1.), manjerona (Origanum
majorana L.), orégano (Origanum vulgare L.), sdlvia (Salvia officinalis L.), segurelha
(Satureja hortensis L.) e tomilho (Thymus vulgaris L.) s@o propagadas por sementes

(KRUPPA, 2008).

1.3 O Género Mentha

Virias espécies de plantas aromaticas, de nome horteld, estdo classificadas como
espécies de Mentha. O género Mentha inclui aproximadamente 30 espécies que se
desenvolvem em diversas regides da Europa, Asia, Austrdlia e América do Sul (DORMAN et

al., 2003) e que foi introduzida no Brasil através de imigrantes (MATOS, 2007).

Algumas foram introduzidas ainda na época do descobrimento do Brasil, enquanto
outras vieram com japoneses e europeus no inicio do século XX. As espécies sdo valorizadas
para uso culindrio e para fazer chds medicinais, e sdo conhecidas principalmente pelo sabor
caracteristico e aroma refrescante. Todas as plantas sdo perenes, de crescimento rapido e facil,
com caules violdceos, ramificados; folhas opostas, serreadas e cor verde escura; flores lilases
ou azuladas, dispostas em espigas terminais. Entre as mais populares destacam-se hortela-
japonesa ou vique (Mentha arvensis L.), hortela-pimenta (Mentha x piperita var. piperita L.),
horteld-verde ou menta-dos-jardins (Mentha spicata L.), hortela-rasteira ou hortela-de-panela
(Mentha x villosa Huds.), hortela-limao (Mentha x piperita var. citrata (Ehrh.) Briq.), menta-
do-levante (Mentha x gracilis Sole) e horteld-comum (Mentha suaveolens Ehrh.) (GARLET,
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2008). Esse género apresenta dificuldades para sua classificagio devido a grande
variabilidade em suas caracteristicas morfoldgicas e a facilidade de hibridizagdo (LORENZO

et al., 2002).

Devido as suas condicdes climdticas favordveis, o Brasil que ja foi o maior produtor
de menta, hoje tem producdo insignificante, ficando atrds da China e do Paraguai. Em relacdo
ao mercado de dleo essencial de menta, sdo comercializados por ano mais de 5.000 toneladas
que, em valores histéricos de US$ 10,00 kg’l, perfaz em US$ 50 milhdes por ano (MAIA,
1998).

O interesse econdmico em espécies de Mentha deve-se, principalmente, a exploracio
comercial dos Oleos essenciais que sdo substincias complexas com grande polimorfismo
quimico. Embora apresentem grande diversidade de constituintes, os principais sdo o0s
monoterpenos (SEIGLER, 1998) que t€ém a funcio ecoldgica de protecdo contra estresses
bidticos e abidticos (GERSHENZON; CROTEAU, 1991; HARBORNE, 1991). A produgio
mundial anual de dleos essenciais de trinta espécies aromaéticas é estimada entre 110.000 e
120.000 toneladas (KHOTARI, 2005), e, desta quantidade, 22.200 toneladas vém de espécies
de Mentha: M. arvensis (16.000), M. x piperita (4.000), M. spicata (2.000) e outras (200)
(SANT SANGANERIA, 2005).

O género Mentha (Lamiaceae), comumente conhecido como horteld, destaca-se pelo
uso culindrio e de chas com efeito medicinal, sendo conhecido pelo seu sabor caracteristico e
aroma refrescante. A espécie Mentha piperita L., conhecida como horteld-pimenta, €
produtora de 6leo essencial rico em mentol e flavondides, cujas aplicagdes nas industrias

farmacéuticas conferem-lhe grande importincia econdmica (MARTINS et al., 1998).

Alguns estudos etnofarmacoldgicos tém relatado que plantas do género Mentha L.
(Lamiaceae) tém atividade antiparasitdria, incluindo Mentha villosa Huds., popularmente
conhecida como horteld-comum, hortela-de-tempero, hortela-rasteira ou mentrasto. Tem sido
relatado o uso dessa espécie contra amebiases, giardiases, tricomoniases urogenitais e
esquistossomose, dentre outras atividades farmacoldgicas. A adicdo de leite as folhas

trituradas de M. villosa é utilizada para o tratamento de verminoses em criangas. Alguns

autores detectaram a presencga de 6xido de piperitenona (rotundifolona) como constituinte
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majoritario no 6leo essencial de M. villosa. No entanto, ndo foi possivel determinar se seria
este ou outro o componente que age como seu principio ativo antiparasitirio

(NASCIMENTO, 2009).

Mentha X piperita

peppermint

Figura 1 — Mentha piperita

Fonte: http://www.indigenousremedies.com/files/Peppermint.jpg
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1.4 (-)-Mentol

(-)-Mentol (Figura 2) € um monoterpeno voldtil obtido naturalmente por destilacdo, a
partir de plantas da espécie Mentha, ou sinteticamente através de outros 6leos essenciais como
citronela e eucalipto. Sua estrutura quimica contém um terpeno dlcool ciclico com trés dtomos
de carbono assimétricos. Existem quatro pares de isomeros 6pticos nomeados (-) - e (+)-
mentol, (-) - e (+) - neomenthol, (-) - e (+)-isomenthol, (-) - e (+) — neoisomenthol (Figura 3).
Entre os seus isdmeros opticos, (-)-mentol é um dos que ocorrem mais amplamente na
natureza e é dotado da propriedade peculiar por ser um composto aromético (GALEOTTI et
al., 2002).

O uso de mentol em alimentos, produtos farmacé€uticos e tabaco, foi relatado por mais
de 50 anos (ECCLES, 1994). Isso se deve a varias propriedades terapéuticas proporcionadas

pelo (-)-mentol.

Estudos anteriores demonstraram que o (-)-mentol apresenta propriedades anestésicas
(RUPPERT; BARNES, 1994) e antiinflamatérias (LORENZO et al, 2002), sendo
freqiientemente utilizado como (KORTING; WEIGAND, 1975). Além de exercer agdes como
descongestionante nasal (KORTING; WEIGAND, 1975; ECCLES; JONES, 1983) e
antitussigeno (MORICE et al, 1994; LAUDE et al, 1994), sendo também utilizado no
tratamento da inflamag@o pulmonar cronica encontrada em doengas como a asma brénquica
(CHIYOTANI; TAMAOKI, 1994; TAMAOKI er al, 1995; JUERGENS; STOBER;
VETTER, 1998).

Devido a propriedade refrescante do (-)-mentol, ele é costumeiramente utilizado em
cigarros, conhecidos como cigarros mentolados. Sua utilizacdo justifica-se por proporcionar
aos fumantes uma sensacdo de prazer descrita por estes usudrios. Nos Estados Unidos quase
25% dos caucasianos e 70-80% de africano-americanos do sexo masculino e feminino
fumantes escolhem os cigarros mentolados (CUMMINGS et al., 1987; PICKWORTH et al.,
2002; CASTRO, 2004; SUTTON; ROBINSON, 2004). Interessantemente, a maioria dos
sintomas decorrentes do uso do cigarro, como tosse cronica, produgdo de muco espesso e falta
de ar podem ser reduzidos pelo continuo uso de cigarros mentolados (GARTEN; FALKEN,
2003).
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In vitro, apresenta atividade antimicrobiana e antiviral, forte acdo antioxidante e
antitumoral (MCKAY; BLUMBERG, 2006). E utilizado também como antipruritico
(BURKHART; BURKHART, 2003). Exerce fungdo como anti-séptico, estando presente nas
pastas dentifricias, nos produtos de higiene bucal e no tratamento de doencas digestivas
sintomdticas devido a sua acdo carminativa. Apresenta também propriedades

antiespasmodicas.

Com tantas propriedades terapéuticas, vdrios estudos tentam elucidar o provavel
mecanismo de a¢do do (-)- mentol por ainda ndo estd bem claro. Alguns autores sugerem que
suas propriedades analgésicas podem ser mediadas através da ativacdo dos receptores
opidides do tipo kappa (GALEOTTI et al., 2002). Outros autores mostraram que o (-)-mentol
é capaz de ativar os receptores TRPMS (receptor de potencial transitério melastatina 8)
também conhecidos por CMR1 (Cool menthol receptor 1) (HALL et al., 2004). TRPMS faz
parte da familia dos receptores TRP. Estes receptores estio relacionados com analgesia, assim

como também, com a dor e aparecem também atuando como sensores térmicos.

O receptor TRPMS ¢ expresso por aproximadamente 20% dos neur6nios dos ganglios
de raiz dorsal (GRD) e 35% dos neurdnios do génglio do trig€meo de ratos, e possui limiar de
ativacdo em torno de 25°C (PEIER et al, 2002). Curiosamente, também podem ser
encontrados na prdstata humana. Estudos consideram esse receptor como um alvo promissor
para o tratamento do cancer de prostata ja que a expressdo de TRPMS8 na prdstata é regulado
por andrégenos e é elevada em células cancerigenas andrégeno-sensiveis em comparagdo com
as células normais. Embora haja alguns estudos, a funcdo de TRPMS nestas células ainda nio
¢ muito conhecida. Ressalta-se também que o cancer de préstata é de dificil tratamento e ha
uma quantidade limitada de marcadores para diagnéstico e progndstico disponiveis (ZHANG;

BARRITT, 2006).

Sabe-se também nos receptores TRPMS8 sdo expressos por uma sub-populacgio
diferente de fibras C e por um grupo de fibras mielinizadas do tipo Ad (STORY et al., 2003).
Alguns autores sugerem que a sensagdo de refrescancia proporcionada pelo mentol deve-se a
ativacdo dos receptores TRPMS. Isso ocorre através da inducdo da liberacdo do cdlcio
intracelular, resultando em aumento do neurotransmissor nas sinapses sensoriais (TSUZUKI

et al., 2004).
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Além da participagdo do mentol com os receptores TRPMS, Hall et al. (2004)
observaram que o mentol apresenta acdo sobre os receptores GABAA. Sabe-se que GABA,,
assim como glicina, s@o os principais receptores ionotréficos responsaveis pela
neurotransmiss@o inibitdria do sistema nervoso central nos mamiferos. Ambos receptores
estdo relacionados com acdo sedativa, ansiolitica, anestésica e anticonvulsivante (HALL et
al., 2004). Entretanto ndo se sabe o sitio exato de ligagdo do mentol com o receptor GABA4.
Alguns autores sugerem que haja um sitio especifico para este monoterpeno (HALL et al.,
2004). Watt (2008) sugere que o mentol se liga ao receptor GABAA em sitios de acdo
diferentes dos benzodiazepinicos. Observou ainda que o mentol pode competir com o

propofol, potente anestésico, pelo sitio de acdo de GABA,,

Ainda ressaltando os possiveis alvos farmacolégicos do mentol, estudos anteriores na
literatura (UMEZU; MORITA, 2003; UMEZU et al., 2001) demonstraram que a (-)-mentol
pode promover a deambulacdo em camundongos e que este efeito parece estar relacionado a
neurotransmissdo  dopaminérgica, semelhante a  mecanismo  apresentado  por

psicoestimulantes.

>.

Figura 2 - Estrutura quimica do (-)- mentol
Fonte: Sousa et al. (2007)
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1.5 Modelos experimentais para estudos de substancias com acdo no SNC

1.5.1 Introducgao

Durante toda a vida, 31 a 50% da populacdo brasileira apresentam, pelo menos, um
episodio de transtorno mental e cerca de 20 a 40% necessitam, por conta disso de algum tipo

de ajuda profissional (XIMENES-NETO et al., 2009).

O transtorno de ansiedade generalizada estd entre os transtornos mentais mais
freqiientes. Embora visto inicialmente como um transtorno leve, atualmente se avalia que é
uma doenca cronica, associada a uma morbidade relativamente alta e a altos custos
individuais e sociais. Por exemplo, cerca de 24% dos pacientes classificados como grandes
usuarios de servicos médicos ambulatoriais apresentam diagndstico de algum tipo de

transtorno (ANDREATINI et al., 2001).

No que se refere a depressao, de acordo com a Organiza¢do Mundial de Saide (OMS),
desde a década de 1990, a depressio vem ocupando uma posicdo de destaque no rol dos
problemas de satide publica. E considerada a doenca mais onerosa de todas as doengas em
todo o mundo, as expectativas sdo de que até o ano de 2010, ocupard em segundo lugar,
estando atrds das doencas cardiacas isquémicas graves. Ainda, segundo a OMS, esta
sindrome, no ano de 2020, serd a segunda moléstia que afetard os paises desenvolvidos e a

primeira em paises em desenvolvimento (SIQUEIRA et al., 2009).

Devido a magnitude dessas patologias, é notéria sua repercussdo sobre a sadde
publica. Aliando-se a esses dados, juntamente com a morbidade e os custos associados a elas,
torna-se importante o desenvolvimento de novos firmacos a fim de se ampliar a terapéutica ja

existente.

Diante disso, os modelos experimentais que induzem depressdo, ansiedade e
convulsdo, objetivando avaliar inicialmente o potencial ou ndo de um fiarmaco como
ansiolitico, antidepressivo ou até mesmo como anticonvulsivante tornam-se muito tteis como
ensaios pré-clinicos. E vilido ressaltar que modelos experimentais com animais apenas
modelam, tendo em vista que ndo se podem reproduzir, condi¢des subjetivas, como ansiedade

e depressdo (MARTINEZ et al., 2005).
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Portanto, no presente trabalho utilizaram-se modelos amplamente estudados e
validados, que tentam reproduzir essas condicdes comportamentais de depressdo e ansiedade.
O nado forgado, por exemplo, € til para realizacdo de screnning de drogas antidepressivas e
para determinar comportamento de depressdo-simile apds exposicio ao estresse
(PEDREANEZ et al., 2006). No caso, a pesquisa por novos antidepressivos € necessdria e
importante. Considerando que ha individuos que ndo toleram ou tém resposta refratiria ao
tratamento farmacoldgico existente, o que justifica a necessidade da descoberta de novos

farmacos (GARCIA et al., 2008).

1.5.2 Depressao

O termo depressao pode significar uma sindrome que faz parte de intimeros distdrbios
emocionais sem ser exclusivo de nenhum deles. Pode, por exemplo, significar uma sindrome
traduzida por muitos varidveis sintomas ou, ainda, pode significar uma doenca. Enquanto
sintoma, a depressdo pode estar presente no transtorno do estresse pds-traumadtico, deméncia,
esquizofrenia, alcoolismo e ainda, em circunstancias econdmicas e sociais adversas ou como
resposta a eventos estressantes. Como sindrome, a depressdo inclui ndo somente alteracdes de
humor, tais como tristeza, apatia, falta de capacidade de sentir prazer, irritabilidade, mas
compreende também alteragcdes psicomotoras, cognitivas e vegetativas, como sono, apetite,
etc. Na forma de doenca, a depressdo pode ser classificada de muitas formas, a saber, como
transtorno depressivo maior, distimia, melancolia, depressdao como parte da ciclotimia,

depressao integrante do transtorno bipolar tipos I e II, dentre outros (DEL PORTO, 2002).

Na depressao, segundo o critério diagndstico do episédio depressivo maior pelo DSM-
IV (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders), deve haver obrigatoriamente
presenga de humor depressivo ou perda de interesse ou prazer durante pelo menos duas
semanas, além de uma série de outros sintomas relacionados, tais como alteragdes
psicomotoras e de sono, reducio no grau de concentragdo, variacdo de peso corporal e perda
de energia (VISMARI er al., 2008).

Com a descoberta dos antidepressivos nos anos cinqiienta, originou-se uma corrida
entre os pesquisadores para compreender a acdo do funcionamento das drogas no organismo.
Alguns comecaram a propor que a serotonina cerebral estava ligada as fungdes emocionais.

Esta descoberta serviu como base para afirmar a idéia de que o comportamento era resultado
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imediato da biologia. A partir de entdo novas teorias surgem para justificar as emogdes e as
psicopatologias por meio dos neurotransmissores, como norepinefrina, epinefrina, dopamina e

serotonina (TEIXEIRA, 2005).

A maioria dos antidepressivos aumenta a quantidade de noradrenalina e/ou serotonina
na fenda sindptica, através de bloqueio de sua recaptagdo nos terminais sindpticos ou por
inibir o catabolismo de enzimas monoaminas oxidases. Com relacéo a serotonina, sabe-se que
ISRS sdao muito eficazes no tratamento da depressio (NAKAZATO et al., 1998). Logo,
acredita-se que a depressdo € causada por decréscimo de serotonina e noradrenalina

(D"AQUILA et al., 2000).

Além disso, sabe-se que os pacientes maniacos comparados com controles normais
apresentam aumento nos niveis liqudricos do metabdlito da noradrenalina, 3-metoxi-4-
hidroxifenilmetil-glicol (MHPG), e também elevacdo nos niveis urindrios de noradrenalina,
aumentando seu turnover noradrenérgico. Contrariamente, na depressdo ocorre diminuicio

(VIEIRA et al., 2008).

Um outro neurotransmissor que parece estar envolvido na depressdo é a dopamina
(RANDRUP et al., 1975). Sabe-se que drogas que aumentam os niveis de dopamina, como a
cocaina e anfetamina, produzem elevacdo do humor e contrariamente, drogas que reduzem os
niveis de dopamina, como a reserpina, causam disforia e humor depressivo. Além disso, os
neurdnios dopaminergicos que se originam na drea tegmental ventral (ATV) e projetam-se
para diferentes areas do telencéfalo, como, o cértex pré-frontal e o nicleo accumbens, estdo

envolvidos no comportamento de recompensa e na motivagao (D"AQUILA et al., 2000).

Uma outra observagdo interessante ¢ que substincias que reduzem a liberagdo de
NMDA tém efeito antidepressivo. Alguns autores sugerem que este ocorre provavelmente por

uma modulag@o no caminho das monoaminas no SNC (CARDOSO et al., 2008).

Com relacdo aos neurotransmissores envolvidos na depressdo, ressalta-se ainda que o
conhecimento dos receptores cerebrais evolui constantemente, sendo ja identificados 4
subtipos de receptores noradrenérgicos, 7 subtipos de receptores serotoninérgicos e 5 subtipos

de receptores dopaminérgicos. Alguns desses subtipos sdo ainda subclassificados em
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diferentes isoformas, tendo por base caracteristicas farmacoldgicas e moleculares (BAHLS,

1999).

Ainda com relacdo aos receptores dos neurotransmissores, o interesse a respeito da
importancia destes na biologia da depressdo derivou dos seguintes achados: a) a deplecdo de
monoaminas provoca um aumento compensatério do nimero de receptores pds-sindpticos
(up-regulation); b) estudos post mortem, em cérebros de pacientes suicidas mostraram que
ocorreu um acréscimo no nimero de receptores 5S-HT , no cértex frontal; c) a ativagdo de
alguns subtipos do mesmo receptor provoca efeitos diversos e até mesmo opostos, como no
caso dos receptores 5-HT , e 5-HT;» (GRAEFF; BRANDAO, 1993; STAHL, 1998;
WILLNER, 1990).

1.5.3 Sistema Dopaminérgico

A dopamina constitui cerca de 80% do conteido de catecolaminas cerebrais,
possuindo importante papel na regulacdo de fatores motivacionais, cognitivos, motores e

hormonais (NEVES et al., 2004).

A dopamina apresenta uma distribuicio no cérebro mais restrita do que outras
catecolaminas, como por exemplo, a noradrenalina. Encontra-se em quantidades mais
abundantes no corpo estriado, uma parte do sistema motor extrapiramidal relacionada a
coordenacdo do movimento. Também se encontra em algumas regides do sistema limbico e
hipotdlamo. E sintetizada a partir da tirosina pela acio da enzima tirosina- B-hidroxilase nos
neurdnios dopaminérgicos. Apds sua liberacdo na fenda sindptica é, em grande parte,
recaptada por transportadores especificos (DAT) pertencente aos transportadores de
monoaminas. Sua metabolizagdo se faz pelas enzimas monoamina oxidase (MAO) e
catecolamina O-metiltransferase (COMT). Seus principais produtos sdo o 4cido
diidroxifenilacético e o dcido homovanilico, os quais sdo excretados na urina (FAGUNDES,

2007).

A dopamina ¢ sintetizada por neurdnios cujos corpos localizam-se no tronco cerebral e

se projetam por diferentes vias (Figura 4). Sendo quatro as vias principais:
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1. Via Nigroestriatal: Neuronios da substancia negra que se projetam ao
putdmen e nticleo caudado. Possui, prevalentemente, receptores D; e D, e pouco Ds. E
a principal via dopaminérgica e corresponde cerca de 70% dos circuitos

dopaminérgicos do SNC.

2. Via Mesolimbica: Originada na 4rea tegmental ventral e se projeta ao nticleo
accumbens (D, e Ds3) e drea septal (nicleo septal lateral), nicleo amigdaléide, giro

parahipocampal e hipocampo (D4 e Ds).

3. Via Mesocortical: Originada em neurdnios da area tegmental ventral e se

projeta principalmente para o cortex pré-frontal (Da);

4. Via Tuberoinfundibular: Emerge principalmente do nicleo arqueado do
hipotdlamo (e também de outros nucleos hipotaldmicos) e se projeta para a eminéncia
mediana do hipotdlamo (D;), onde inibe a liberacdo de prolactina pela hipéfise

(MOREIRA et al., 2007).
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Figura 4 - Vias dopaminérgicas no cérebro

Fonte: http://www.uff.br/sbgrio/novidades/Novidades2009/imagens/Parkinson3.gif.

Os agonistas dopaminérgicos sao drogas que estimulam diretamente os receptores pos-
sindpticos da dopamina. Técnicas modernas de biologia molecular permitiram conhecer, até o
presente momento, cinco tipos de receptores dopaminérgicos: Dj, Dy, D3, D4 e Ds (Quadro 1),
estando organizados em dois grupos: o grupo D; ou D;-simile e o grupo D; ou D;-simile. O
grupo D, estd representado pelos receptores D; e Ds; o grupo D, pelos receptores D,, D; e
D4. A definicio desses dois grupos estd baseada na ligacdo com os mecanismos de
transducdo. Os pertencentes ao grupo Dj, estimulam a enzima adenilato ciclase e aumentam o
nivel intracelular de AMP ciclico enquanto os do grupo D, inibem essa enzima e diminui o
AMP ciclico intracelular (Figura 5). Os receptores dopaminérgicos estdo distribuidos
anatomicamente em dareas ditas principais ou de alta densidade. Devido a localizacdo
principal de D; e de D, no nicleo caudado, no putdmen e no niicleo accumbens, acredita-se
que esses receptores exercam um papel no comportamento motor. Assim, a regra geral é de

que estimulando os receptores D; e D, (a¢do agonista) ocorra efeito antiparkinsoniano. A
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maioria dos agonistas dopaminérgicos, eficazes como antiparkinsonianos, atuam no receptor

D, (em animais e em humanos) (MATTOS; MATTOS, 1999).
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Figura S - Estimulacdo e inibicdo da adenilato ciclase pelas diferentes familias de receptores
dopaminérgicos (D1-LIKE E D2-LIKE). DA (DOPAMINA), ATP (Adenosina Trifosfato),
CAMP (Adenosina Monofosfato Ciclico), GTP (Guanosina Trifosfato), GDP (Guanosina

Difosfato,.
Fonte: Neves et al. (2004)
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Inibicdo Inibicdo pré- e Inibicao
pos- pos-sinaptica pré- e pos-
sinaptica sinaptica
Ativacao/ inibicao
da secregao de Ativacao/
hormdnios inibicdo da
secrecao
de
horménios

IP; — trifosfato de inositol

Quadro 1 - Receptores de Dopamina
Fonte: Rang et al. (2007)
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1.5.4 Sistema Noradrenérgico

Quanto ao sistema noradrenérgico, vale salientar que assim como outros diversos
sistemas de receptores do SNC sdo modulados pelas proteinas G, incluindo os receptores
noradrenérgicos e classificados farmacologicamente em subtipos o e [. Os estudos
subseqiientes com agonistas e antagonistas confirmaram a existéncia de dois subtipos
principais de receptores a-adrenérgicos (o € ap) e trés subtipos de receptores -adrenégicos

(B1, B2 e B3) (BYLUND, 1994).

cortex cerebral

parao
Talamo

| Corpo amigdaloide

Cerebelo Bulbo olfatorio

locus
ceruleus

Nﬂcleo[Caudal da rafe

Figura 6 — Via noradrenérgica no cérebro

Fonte: http://fotolog.terra.com.br/neuroclinica:31.

Os principais centros dos neur6nios noradrenérgicos sdo no locus ceruleus e no

ndcleo caudado da rafe (NCR). Essas vias projetam-se de forma ascendente para o cortex
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frontal, tdlamo, hipotdlamo e sistema limbico. A noradrenalina é também transmitida do locus
ceruleus para o cerebelo. Sabe-se também que ha inervagdes projetam-se do NCR ascendendo

para amidala, havendo também proje¢des descendentes (PINEL, 2005).

1.6 Ulcera gastrica

1.6.1 Consideracodes Gerais

Define-se tilcera como uma abertura na mucosa do sistema digestério que se estende
através da musculatura da mucosa a submucosa ou mais profundamente. Ulcera péptica é uma
denominacdo genérica comumente utilizada para designar lesdes agudas ou crdnicas que
ocorrem em qualquer local do trato gastrintestinal exposto a a¢éo agressiva dos sucos pépticos
acidos. As lesdes s@o geralmente tinicas, com menos de quatro centimetros, localizadas mais
freqiientemente na primeira parte do duodeno e no antro gastrico (D’ACAMPORA et al.,

2008).

A incidéncia mundial de doenca ulcerosa péptica é estimada em 1.500 a 3.000 por
100.000 habitantes por ano (ZITTEL; JEHLE; BECKER, 2000). A prevaléncia da ulcera
difere ao redor do mundo, com a tlcera duodenal (UD), predominando nos paises ocidentais e
as tlceras géstricas (UG), sendo mais freqiientes na Asia, especialmente no Japio. Embora a
incidéncia da doenca ulcerosa péptica nos paises ocidentais tenha declinado nos tltimos 100

anos, 1 em cada 10 americanos continuava a ser por ela afetado (SAUL et al., 2007).

Até pouco mais de uma década, acreditava-se que a origem da gastrite, dlcera gastrica,
duodenite e tlcera duodenal era atribuida basicamente ao desequilibrio entre mecanismos de
defesa do hospedeiro e secrecdo dcida (KODAIRA et al., 2002). Hoje, sabe-se que a ulcera
péptica € uma doenga comum do trato gastrointestinal e a sua patogénese ¢ multifatorial,
podendo estar relacionada com processos infecciosos, incluindo infec¢des pelo Helicobacter
pylori, assim como também com o aumento da concentracio de dcido gastrico e de pepsina,
alteracdes na motilidade gastroduodenal, habitos de vida como o tabagismo, ingesta de bebida
alcodlica, habitos alimentares inadequados e estresse. Todas essas agdes contribuem para o

desequilibrio entre os fatores agressores e protetores do estdmago (BELAICHE et al., 2002).



44

1.6.2 Fatores Protetores

O nosso organismo é capaz de produzir substancias bem conhecidas que servem para
protecdo da mucosa gastrica. Dentre eles temos, fatores secretados no limen: acido gastrico,
bicarbonato, muco, imunoglobulinas e outras substincias antibacterianas (WALLACE,;

GRANGER, 1996).

A barreira formada por muco, fosfolipidios e bicarbonato, a constante renovagdo das
células epiteliais géstricas, a continua geracdo de prostaglandinas (PGs), inervag¢do neuronal
da mucosa géstrica e a manutencdo de uma eficiente microcirculagio local constituem os

principais fatores de prote¢do da mucosa gastrica (ADEYEMI et al., 2005).

Dentre esses fatores, a barreira formada por muco, bicarbonato e fosfolipidios constitui
a primeira linha de defesa da mucosa gastrica e tem papel estrutural importante na sua
protecdo. Esta barreira funciona como um micro-ambiente estivel que retém fons bicarbonato
secretados e, assim, mantém o pH aproximadamente neutro na superficie das células epiteliais
mesmo frente ao dcido géastrico. O muco produzido no epitélio gastrico impede a retrodifusao
dos fons H*. Além disso, age como protecdo fisica que impede a pepsina de atingir e causar

protedlise ao epitélio gastrico (BEEJAY; WOLFE, 2000).

Ja as prostaglandinas protegem a mucosa gastrica através do estimulo a producdo de
muco e de bicarbonato, que, como ja foi dito anteriormente, formam uma camada protetora da

mucosa contra ulceracdes (SGARBIERI, 2004).

Ainda existe a linha de defesa representada pelo sistema imune, que consiste de varias
“células de alarme”, como os mastdcitos e macrofagos, que reconhecem a entrada de
invasores na mucosa e produzem uma resposta inflamatéria apropriada (WALLACE,;

GRANGER, 1996).

Além destes fatores de protecdo, ha também a forma constitutiva do 6xido nitrico, que
tem um papel chave na perfusdo e regulacdo vascular por promover a vasodilatacdo pela
sinalizacdo da célula muscular lisa via GMPc. Ele esta relacionado por promover reparos na
mucosa gastrica, mantendo a barreira protetora da mucosa gastrica. Esse mecanismo protetor

do NO pode ser devido a sua capacidade em aumentar do fluxo sangiiineo da mucosa e
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estabilizar a influéncia dos mastécitos (ALICAN et al., 1996). Além disso, reduz a secrecio
dcida (TAKEUCHI et al., 1990) e promove a angiogénese (MA; WALLACE, 2000).
Entretanto, o excesso na produgdo de NO associado com estados inflamatdrios € caracterizado
pelo aumento na permeabilidade epitelial e perda da fungcdo da barreira de muco.

(TWARDOWSCHY, 2007).

Os antioxidantes sdo substincias que neutralizam ou previnem a oxidag¢do de
substancias oxiddveis. O aumento deles pode causar a varredura de espécies reativas de
oxigénio (ERMOs), ativando a barreira de proteinas detoxificantes, como, por exemplo, a
glutationa redutase, ou prevenindo a geracdo de radicais livres (HALLIWELL;
GUTTERIDGE; CROSS, 1992). Os ERMOs estdo relacionados com a génese de algumas

patologias, como, por exemplo, a dlcera gastrica (DAS et al., 1997).

Sob condicdes de estresse oxidativo, o GSH reduz as espécies reativas do oxigénio
(ERMOs), desta forma, o GSH atua neutraliza a ac@o de radicais livres e substancias toxicas
ingeridas com a comida ou produzidas diretamente no trato gastrointestinal (SHIRIN ez al.,

2001), minimizando as lesdes gastricas provocadas por radicais livres.

1.6.3 Fatores Agressores

A infeccdo por Helicobacter pylori e o uso de AINEs sdo as principais causas de
ulceracdo do estdmago e duodeno e suas complicagdes. O Helicobacter pylori é uma bactéria
gram-negativa bastante estudada tanto por sua alta prevaléncia na populagdo do mundo,
quanto pela sua relacdo com gastrites, tlceras e cancer gastrico (RODRIGUES; CORVELO;
FERRER , 2007). A referida bactéria coloniza o estdbmago humano, através da aderéncia as
células epiteliais géastricas. Para realizar o processo de aderéncia sdo necessdrios receptores
que se encontram nas células do hospedeiro, além de adesinas existentes na superficie das
bactérias. Estudos demonstram que existem proteinas de membranas externas que foram
identificadas como estando implicadas na aderéncia as células epiteliais gastricas, nomeadas,

BabA, SabA, SabB e HopZ (CARVALHO et al., 2006).

No inicio a idéia de que uma bactéria poderia colonizar um ambiente tdo 4dcido quanto

o estdmago foi combatida; porém este organismo possui mecanismos que possibilitam
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neutralizar o ambiente géstrico, a partir da atividade da enzima urease que produz a amonia e
diéxido de carbono a partir da uréia. O H. pylori possui ainda proteases que desmembram as
glicoproteinas da camada mucosa e expdem as células epiteliais as acdes lesivas do acido e da
pepsina (GIBALDI, 1995). Paralelo a isto, as células produtoras de somatostatina, inibidor da
secrecdo de gastrina, estdo diminuidas na infec¢do por H. pylori o que pode contribuir para a

secrecdo de dcido aumentada (HOOGERWERF; PASRICHA, 2004).

Sabe-se também que para o desenvolvimento da tdlcera péptica, assim como de outras
patologias géstricas, a presenca de 4cido é um fator fundamental (BELAICHE et al., 2002) e
o aumento de sua producdo propicia o surgimento de lesdo. Em algumas condi¢des, como no
estresse emocional, hd aumento de sua producdo. A ulcera de estresse define as lesdes
erosivas ou ulceradas da mucosa géstrica, associadas a estresse fisiologico extremo. Nas
Unidades de Terapia Intensiva (UTI), atualmente estima-se uma incidéncia de 1,5% de

sangramento digestivo clinicamente importante e € secunddrio a ulcera de estresse.

O estresse induz a peroxidacdo lipidica a partir do aumento dos niveis de peroxidase
lipidica. A conseqiiéncia desse processo € o aumento da geracdo de espécies reativas de
oxigénio, ocasionando, conseqiientemente, dano oxidativo que é o fator comum na patogenia
clinica de tdlcera (GOEL; BHATTACHARYA, 1991; SAIRAM et al., 2002). Neste contexto,
ha redugdo da capacidade protetora da mucosa gastrica, com reducdo da secrecdo de muco
gdastrico e bicarbonato na luz intestinal, além da inibicdo da reciclagem das células do

estdbmago (MACHADO- VIEIRA et al., 2006).

Outros fatores relacionados ao aparecimento de ulcera gastrica sdo o consumo de
fumo, consumo de 4lcool, uso de antiinflamatérios-ndo-hormonais (AINES), incluindo o
dcido acetilsalicilico (AAS), cloreto de potdssio, medicamentos imunossupressores € a queda

dos niveis de prostaglandinas relacionados com a idade (SAUL et al., 2007).

A altera¢do no fluxo sangiiineo da mucosa é outro fator de grande importancia na
génese das lesdes gastricas. O fluxo sangiiineo pode ser severamente alterado por agdo de
drogas, como o 4cido acetilsalicilico, etanol e pela entrada de agentes luminais, como acido e
pepsina (ROBBINS, 1998). A cicatrizacio das lesdes fica comprometida devido a reducéo do

fluxo sangiiineo na mucosa causada por estes agentes (BOOTHE, 1999).
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1.6.4 Etanol e Ulcera Péptica

A indugdo de ulceras gastricas induzidas por etanol em ratos é considerada uma
ferramenta confidvel para o estudo da patogénese da ulceracdo aguda da mucosa gastrica. A
exposicdo ao etanol, de forma dose-dependente, aumenta a extensdo do dano celular

(MUTOH et al., 1990).

A patogénese da lesdo da mucosa gastrica induzida pelo etanol é complicada por
envolver necrose de celulares superficiais, bem como a participacdo de varios mediadores
derivados de tecidos. Estes agem sobre a microvasculatura géstrica, provocando uma série de
eventos que levam a lesdes celulares aos tecido da mucosa e submucosa (OATES;

HAKKINEN,1988).

Uma das lesdes iniciais presentes na microvasculatura, apds o uso do etanol, segundo
Yonei e Guth (1991), seria a isquemia. Os mediadores endégenos para o inicio da lesdo
vascular da mucosa géstrica sdo: o 6xido nitrico (MASUDA et al., 1995), leucotrienos
(YONEIL;, GUTH 1991; PIHAN; ROGERS; SZABO, 1998), a histamina (MORINI et al.,
1998), adenosina (NAGATA et al., 1996), TNFa (FERRAZ et al., 1997) e endotelinas
(SZABO et al., 1998).

Sabe-se também que o etanol, apds ser metabolizado, libera 4nion superdxido e
hidroxila e que estes radicais livres estido envolvidos no mecanismo da dor aguda e crdnica na

ulcerag@o na mucosa géastrica (PIHAN et al., 1987).

Os radicais livres medeiam a injtria no tecido estimulando a peroxidagéo dos lipidios,
provocando lesdes na membrana celular através da coagulagdo de proteinas, lipidios e 4cidos
nucléicos. As lesdes histopatoldgicas mais evidenciadas sdo congestdo, edema, hemorragia,

erosao e necrose (AL-SHABANAH et al., 2000; LA CASA et al., 2000).

A deplec@o de GSH e o aumento da peroxidagao lipidica sdo fatores reconhecidos que
contribuem para o desenvolvimento das lesdes gastricas causadas pelo etanol. Ademais,
disturbios na secrecdo gastrica, destruicdo da barreira protetora de muco e bicarbonato,
alteracdes na permeabilidade, esgotamento gdastrico também sdo observados apds a

administracdo de etanol (SALIM, 1990).
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1.6.5 DAINES e Ulcera Péptica

As drogas antiinflamatdrias ndo esteroidais (AINEs) sdo amplamente utilizadas no
tratamento da dor, febre e inflamacdo. No entanto, essas drogas possuem diversos efeitos
colaterais, principalmente no trato gastrintestinal, como erosdes da mucosa gdstrica,

ulceragdes, sangramento e perfuragées (WALLACE, 2001).

E amplamente conhecido, porém, que os AINEs tem seus efeitos benéficos devido sua
capacidade de bloqueio da ciclooxigenase (COX), inibindo assim a produgdo de
prostaglandinas (PG) (VANE; BOTTING, 1998). Os efeitos adversos t€m sido descritos
tradicionalmente como resultado da inibicdo de Ciclooxigenase-1 (COX-1), a isoforma da
enzima ciclooxigenase que catalisa a sintese continua de prostaglandinas gastroprotetoras. Por
outro lado, a inibicdo de Ciclooxigenase-2 (COX-2), a isoforma da enzima envolvida na
resposta inflamatoria, esta ligada aos efeitos antiinflamatérios e analgésicos dos AINEs. A
falta de seletividade dos AINEs tradicionais para uma determinada isoforma da COX, € a
razdo pela qual essas drogas sdo eficazes para o tratamento de estados inflamatérios e a dor
associada, mas possuem elevada toxicidade gastrica. O desenvolvimento das tlceras gastricas
associadas aos AINESs deve-se a inibi¢cdo da COX-2, desencadeando o aumento da aderéncia
de leucdcitos ao endotélio vascular local, enquanto que a inibicio da COX-1 estd ligada a
diminui¢do do fluxo sanguineo da mucosa gastrica. Essas lesdes estdo relacionadas com
aumento nos marcadores de infiltracio de neutréfilos e intensa geracdo de radicais livres

(WALLACE, 2001).

Além disso, esta relacionada aos AINEs, a diminui¢do na secrecdo de muco, a inibi¢do
da secre¢d@o de bicarbonato, a redugdo no fluxo sanguineo na mucosa géstrica, a altera¢do nas
estruturas microvasculares, que proporcionam lesdo microvascular (TAKEUCHI et al., 1990),

infiltragdo de neutrdfilos e aumento da secrecdo dcida (WALLACE, 2001).

Uma outra importante causa de lesdes da mucosa gastrintestinal induzida por AINE
deve-se ao aumento de espécies reativas de oxigénio, como 4nions superéxido e radicais
hidroxilas (WHITTLE, 2003; POHLE et al., 2001). Estes mecanismos, em associacdo com
aqueles relacionados a supressdo de prostaglandinas (PGs). As prostaglandinas sdo produtos
do metabolismo do acido araquidonico, e € produzida pela mucosa géstrica, aumentando na

presenca de agentes irritantes, e apresenta um papel citoprotetor importante, inibindo a
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secrecdo dcida por reduzir a producdo celular do monofosfato de adenosina (AMP) (BEEJAY;

WOLFE, 2000).

De fato, em estudos anteriores, observou-se que erosdes gdstricas causadas por
indometacina aumentavam a peroxidacdo lipidica e diminui¢do da atividade da glutationa

peroxidase (HALICI et al., 2005).
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2 RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

A fitoterapia é uma terap€utica popular milenar. Apdés o reconhecimento pela
Organizacdo Mundial de Saide (OMS), na Conferéncia de Alma Ata em 1978, o
aproveitamento das plantas medicinais foi ressaltado como parte do Programa Satide Para
Todos no Ano 2000 recomendando-se, inclusive a realizacdo de mais estudos e a propagacao
do uso das plantas medicinais regionais como uma maneira de diminuir custos dos programas

de sadde publica (YAMADA, 1998).

E nitido que ha dificuldade do acesso por grande parcela da populagio para aquisicio
de farmacos e que ha a dependéncia essencialmente de plantas medicinais para o cuidado com
a saude primadria. Apesar disso, poucas plantas foram cientificamente estudadas para assegurar

sua qualidade, seguranga e eficicia (CALIXTO, 2005).

A horteld é um planta amplamente utilizada pela populacido e tem como constituinte
majoritirio o (-)-mentol. Este, por sua vez, ji foi bastante estudado por suas diversas
propriedades, porém, nio foram encontrados estudos conclusivos sobre sua a¢do no sistema
nervoso central. Neste sentido, ha citacdes de uso do mentol para fadiga mental, sendo,
portanto, utilizado como psicoestimulante e ha relatos de uso também como calmante e
sedativo. Diante disso, objetivou-se neste estudo investigar as agdes do mentol no SNC,
considerando que apesar de usado popularmente, seu uso é dibio e nao muito claro. Um outro
amplo uso do mentol, desde os tempos antigos, é para o desconforto gastrico. Mas, até onde
se sabe, ndo ha subsidios cientificos que confirmem esta propriedade, Com base nestas

consideracdes, é também proposta deste trabalho investigar agdo do mentol na tlcera géstrica.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
e Avaliar as agdes do mentol no sistema nervoso central e nas dlceras géstricas,
através do estudo das alteracdes comportamentais em diferentes modelos, ja

padronizados, de depressdo, ansiedade, convulsdo, sedacdo e gastroprotecdo

em camundongos.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar os efeitos do mentol:

v’ Seus efeitos sobre depressdo, ansiedade e atividade motora;

v Na participagdo dos sistemas dopaminérgico e noradrenérgico no nado forcado e no

campo aberto;
v Na convulsdo, utilizando o modelo de convulsio induzido por pentilenotetrazol (PTZ);
v’ Possivel atividade sedativa/hipndtica;
v" No modelo de dlcera aguda induzida por etanol e por indometacina, investigando a

possivel participacdo do 6xido nitrico (NO), glutationa reduzida (GSH) e canais de

potassio ATP-dependentes (K*ATP).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Material

Os cristais de (-)-mentol (Fig. 7) foram comprados na Usina Colombina S. A.,
Bebedouro-SP e fornecidos pelo Prof. Dr. Damido Pergentino de Souza do grupo de pesquisa

do Departamento de Fisiologia da Universidade Federal de Sergipe.

Figura 7 - Cristas de (-)- Mentol

Fonte: http://img.mercadolivre.com.br/jm/img?s=MLB&f=81499347 6962.jpg&v=E.
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4.2 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss (20-25 g), adultos, do sexo masculino,
provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do Ceard e do Biotério do
Departamento de Fisiologia e Farmacologia. Os animais foram mantidos em caixas de
propileno, acondicionados em temperatura ambiente (26 £ 1 °C) e submetidos ao ciclo
claro/escuro de 12 em 12 h, onde receberam racdo do tipo padrio e dgua ad libitum. Os
experimentos foram realizados conforme as diretrizes atuais para o cuidado dos animais de
laboratdrio e de orientacdes éticas para a investigagdo de dor experimental em animais
conscientes (ZIMMERMANN, 1983). Nos experimentos em que a via oral era utilizada para
absorcdo do farmaco, os animais foram colocados em jejum de sélidos de 12 horas. Os
protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal (CEPA)

desta universidade.
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Quadro 2. Drogas e reagentes utilizados durante os procedimentos experimentais

Drogas/Reagentes Origem
Agua Destilada Deionizador
Alcool etilico P.A. Quimex, Brasil
Bupropiona Zyban®, Glaxo-Wellcome
Carboximetilcelulose Merck
Ciproeptadina Sigma
Diazepam Unido Quimica Brasil
Imipramina Imipra®, Cristélia
Indometacina Sigma
Ioimbina Sigma
Glibenclamida Sigma
L-NAME Unido Quimica
(-)-Mentol Usina Colombina S. A
N-acetilcisteina Sigma
Pentilenotetrazol Abbot
Pentobarbital Cristalia
Ranitidina Cristélia
SCH 23390 Sigma
Sulpirida Equilid®, Aventis Pharma

Tween 80 — Polyoxyethilene Sorbitan Mono-oleate

Sigma




4.4 Equipamentos

Quadro 3 — Equipamentos utilizados durante os procedimentos experimentais

Equipamentos

Origem

Balanca Analitica

Modelo HS, Mettler, Suica

Balanga para animais

Filizola, Brasil

Campo Aberto Fabricado no préprio laboratério
CronOmetro Incoterm, Brasil
Deionizador USF, Elga, USA

Equipamento do Rota Rod

Ugo Basile, Italy

Labirinto em cruz elevado

Fabricado no departamento

Pipetas Autométicas

H.E., Dinamarca

Recipiente do Nado Forcado

Fabricado no préprio laboratério

Sonicador

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

Vidrarias

Pirex, Brasil
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4.5 Preparo das drogas

O mentol (Ment) foi dissolvido com Tween 80 a 2% e diluida em agua destilada,
obtendo-se a concentracdo final de 1, 2,5 e 5,0 mg/mL para ser administrada nas doses 10, 25 e
50 mg/kg, respectivamente. Os grupos controles receberam veiculo (dgua destilada emulsificada
a 2% com Tween 80). As drogas utilizadas ao longo dos experimentos tais como, diazepam (1 e
2 mg/kg), imipramina (10 e 30 mg/kg), bupropiona (10 e 30 mg/kg), pentobarbital sédico (40
mg/kg), pentilenotetrazol (100 mg/kg), SCH 23390 (15 pg/kg), sulpirida (50 mg/kg), ioimbina
(1 mg/kg), prazosina (1 mg/kg), etanol absoluto (0,2 mL), ciproeptadina (10 mg/kg),
indometacina (20 mg/kg, dissolvida em 0,5% de carboximetilcelulose e diluida em &gua
destilada), ranitidina (20 mg/kg), NG-nitro-L-arginina-metilester (L-NAME, 10 mg/kg) e N-
acetilcisteina (750 mg/kg) foram dissolvidas e diluidas diretamente em dgua destilada. O

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

4.6 Tratamento dos grupos experimentais

Os animais foram tratados com mentol, de forma aguda, nas doses de 25 e 50 mg/kg
através da via intraperitoneal (i.p.), para o estudo da atividade no sistema nervoso central, sendo
que também foi feita a dose de 10 mg/kg no teste do nado for¢cado e do campo aberto, e da oral
(v.0.), utilizou-se doses de 100 e 200 mg/kg para avaliagdo da atividade gastroprotetora. Os
animais foram submetidos aos testes 30 ou 60 minutos (min) apds o tratamento intraperitoneal

ou oral, respectivamente.

Para a avaliacdo da atividade antidepressiva, foi utilizada a imipramina na dose de 10 e
30 mg/kg, i.p., no teste do nado for¢ado e da suspensdo da cauda, respectivamente, e bupropiona
10 e 30 mg/kg, i.p., no teste nado forcado e campo aberto, simultaneamente, como padrdes
positivos. Como referéncia 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., foi usado
também no modelo do rota rod, como padrio para atividade relaxante muscular, assim como
diazepam 1 mg/kg, i.p., foi ainda utilizado nos modelos de tempo de sono induzido por
pentobarbital e convulsdo induzida por pentilenotetrazol como padrio para atividade sedativa e

anticonvulsivante, respectivamente.
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Para avaliacdo de uma possivel atividade antiulcerogé€nica de (-)-mentol foi utilizado o
etanol para inducdo de tlcera e mentol nas doses de 100 e 200 mg/kg e a ciproeptadina 10
mg/kg, v.o., foi utilizada como padrdo positivo. A indometacina 20 mg/kg, v.o., foi usada na
inducdo de ulcera gastrica por drogas antiinflamatdrias ndo esteroidais, sendo a ranitidina 20
mg/kg, v.o., empregada como padrdo positivo. J4 para avaliar a participagdo de NO no efeito
gastroprotetor, foram utilizados mentol 200 mg/kg e L-NAME 10 mg/kg, i.p., . A glibenclamida
10 mg/kg, v.o., foi usada para verificacio da participacdo dos canais de potdssio ATP-
dependentes no efeito gastroprotetor e o diazéxido 3 mg/kg, i.p., como padrdo positivo. N-

acetilcisteina 750 mg/Kg, v.o., foi utilizada como padrao positivo na dosagem de GSH.

4.7 Protocolo Experimental

4.7.1 Avaliacdo da Atividade no Sistema Nervoso Central

Antes dos experimentos, os animais foram colocados num ambiente fechado, desprovido
de barulho externo, com a temperatura constante (24 + 1° C) e iluminacdo de baixa densidade
(lampada vermelha de 15 W), de modo que se adaptassem com o ambiente do experimento. Os
testes do campo aberto e rota rod foram realizados com os mesmos grupos de animais da
maneira descrita a seguir: primeiramente os animais, um por vez, foram colocados no campo
aberto onde foram avaliados durante 5 minutos e, em seguida, foram transferidos para o rota
rod onde a atividade foi registrada por 1 minuto. Os outros testes comportamentais tais como,
labirinto em cruz elevado, nado forcado, suspensdo da cauda, tempo de sono induzido por
pentobarbital e convulsdo induzida por pentilenotetrazol foram realizados com diferentes grupos
de animais. Em todos os testes comportamentais do sistema nervoso central, com excecdo
apenas do nado forcado e suspensdo da cauda, apds a observacdo de cada animal, foi utilizado

dlcool 70% para a remocao de residuos e odor do animal.

4.8 Avaliacao da Atividade Gastroprotetora

Os animais ap6s permanecerem desprovidos de alimentos por 12 horas, foram tratados

com mentol nas doses de 100 ou 200 mg/kg. Uma hora apds o tratamento, as lesdes gastricas

foram induzidas por dlcool e indometacina. Apds uma hora da administracdo de etanol e 6
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horas de indometacina, os camundongos foram sacrificados, através de deslocamento cervical,
posteriormente, os estdmagos foram removidos, abertos pela grande curvatura, lavados com

salina a 0,9% e comprimidos por dois vidros de relégio para uma melhor visualizagao.

4.9 Avaliacao da Atividade Antidepressiva

4.9.1 Teste do Nado Forcado

No teste do nado forcado (PORSOLT et al., 1977), os tanques cilindricos sdo
transparentes, medindo 22 cm de didmetro e 40 cm de altura. A dgua esti em temperatura
ambiente (25 + 1° C) até a metade do tanque, cerca de 20 cm. Apds 30 ou 60 minutos dos
tratamentos i.p. ou v.o0., respectivamente, os animais foram colocados, um por vez, no tanque
onde o pardmetro observado foi o tempo de imobilidade, em segundos, durante cinco minutos.
O animal foi considerado imdvel quando permaneceu flutuando na agua, fazendo apenas

movimentos suaves necessarios para manter a cabega acima da dgua (Figura 8).

Com a finalidade de investigar o mecanismo de acdo da atividade anti-imobilidade do
mentol e o envolvimento com receptores dopaminérgicos, os animais foram pré-tratados com
sulpirida, antagonista D,, (SPD; 50 mg/kg, i.p.) ou SCH 23390, antagonista D, (SCH; 15 ug/kg,
i.p.) 30 minutos antes da administragdo de mentol (50 mg/kg, v.o.), veiculo (dgua destilada +
2% Tween 80, v.0.) ou bupropiona (30 mg/kg, v.0.). Depois de 60 minutos da administragdo de
ment-50, veiculo ou bupropiona, os animais foram colocados no cilindro com 4gua onde o

tempo de imobilidade por 5 minutos foi avaliado.

Na investigagcdo do envolvimento do sistema noradrenérgico, foram utilizados prazosina
(PRA; 1 mg/kg; i.p.), antagonista dos receptores ol;-adrenérgicos, ou ioimbina (IOIM; 1mg/kg;
i.p.), antagonista dos receptores Op-adrenérgicos e como padrdo positivo a imipramina (10

mg/kg, i.p.).



30 min 5 minutos

Mentol (10, 25 e 50 mg/kg, i.p.) ou
veiculo (agua destilada + 2% Tween
80) ou imipramina (10 mg/kg; i.p.) ou

bupropiona (10 e 30 mg/kg)

ﬁ Tempo de Imobilidade (s)

SCH23390 (15 pg/kg; 1.p.) ou

Sulpirida (50 mg/kg; i.p.) ou

Prazosina (1 mg/kg; I.p.) ou
loimbina (1 mg/kg; I.p.)

Figura 8 — Esquema do Teste do Nado Forcado
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4.9.2 Teste da Suspensdo da Cauda

O método seguido foi o proposto por Steru et al. (1985). Apds 30 ou 60 min do
tratamento i.p. ou v.o., respectivamente, os animais foram suspensos, presos com uma fita
adesiva a cerca de 1 cm da ponta da cauda, numa plataforma 58 cm acima da bancada. O tempo
de imobilidade do animal, em segundos, foi observado durante 6 minutos Neste experimento
foram utilizados os seguintes grupos: imipramina (30 mg/kg, i.p.), veiculo (i.p. ou v.0.) ou

mentol (25 e 50 mg/kg; i.p ou v.0.) (Figura 9).

6 minutos

Mentol (25 e 50 mg/kg, i.p.) ou
veiculo (agua destilada + 2%
Tween 80) ou imipramina (30

mg/kg; i.p.)

Tempo de Imobilidade (s)

Figura 9 — Esquema do Teste da Suspensao da Cauda
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4.10 Avaliacao da Atividade Ansiolitica

4.10.1 Teste do Campo Aberto

O campo aberto foi utilizado para avaliar a atividade exploratéria do animal (ARCHER,
1973). O teste consiste em observar o nimero de travessias de cada animal, durante 5 minutos.
O aparato para camundongos € feito de acrilico (paredes transparentes e piso preto, 30 x 30 x 15
cm) e dividido em 9 quadrantes iguais. Apds 30 ou 60 minutos dos tratamentos i.p. ou v.o.,
respectivamente, os animais, um por vez, foram colocados no centro do campo aberto. Os
pardmetros observados foram: ALE (atividade locomotora espontinea), ou seja, o nimero de

quadrantes atravessados com as quatro patas cruzando cada &rea, “grooming” (nimero de

comportamentos de autolimpeza) e “rearing” (nimero de comportamento exploratério vertical)

(Figura 10).

5 minutos

5

9 SER

Mentol (10, 25 e 50 mg/kg; i.p.) ou
veiculo (agua destilada + 2% Tween
80) ou diazepam (2 mg/kg; i.p.) ou
bupropiona (10 e 30 mg/kg; i.p.)

]

SCH23390 (15 pg/kg; i.p.) ou Rearing Grooming

Sulpirida (50 mg/kg; i.p.) ou

Prazosina (1 mg/kg; i.p.) ou
loimbina (1 mg/kg; i.p.)

i;? -. ' 30 min

Figura 10 — Esquema do Teste do Campo Aberto
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4.10.2 Teste do Rota Rod

O teste do rota rod mede o efeito de relaxamento muscular ou incoordenagdo motora
produzido por drogas no animal (CARLINI; BURGOS, 1979). O animal foi colocado com as
quatro patas sobre uma barra de 2,5 cm de didmetro, elevada a 25 cm do piso, em uma rotagao
de 12 rpm. Para cada animal foi registrado o tempo de permanéncia na barra giratéria, em

segundos (s), em um periodo de até 1 minuto (DUNHAM; MIYA, 1957) (Figura 11).

1 minuto

Mentol (25 e 50 mg/kg; i-p.) ou
veiculo (agua destilada + 2% Numero de Quedas (no
Tween 80) ou d_iazepam (2 mgl/kg; maximo 3) e Tempo de
i.p.) Permanéncia

Figura 11 — Esquema do Teste do Rota Rod
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4.10.3 Teste do Labirinto em Cruz Elevado (LCE)

O labirinto em cruz elevado para camundongos (LISTER, 1987) consiste de dois
bragos abertos (30 x 5 cm) e dois fechados (30 x 5 x 25 cm) posicionados perpendicularmente.
Os bragos abertos e fechados estdo conectados por uma plataforma central (5 x 5 cm). A
plataforma, as paredes laterais dos bracos fechados sdo confeccionadas em acrilico

transparente e o chdo em acrilico preto.

O aparelho estd elevado a uma altura de 45 cm do nivel do chdo. Apés 30 ou 60
minutos dos tratamentos i.p. ou v.o., respectivamente, os animais foram posicionados no

centro do aparelho com o focinho voltado para um dos bragos fechados.

Durante 5 minutos foram observados os seguintes parimetros: nimero de entradas nos
bracos abertos e fechados e o tempo de permanéncia em cada um deles. A freqiiéncia total de
entradas € obtida pela soma simples das freqiiéncias de entradas nos bragos abertos e nos
fechados. Para andlise estatistica dos dados e confec¢do dos grificos a percentagem de
entradas nos bragos abertos é calculada dividindo-se a freqiiéncia de entradas nos bracos

abertos pela freqiiéncia total de entradas, e esse indice multiplicado por 100.

De maneira semelhante € calculada a percentagem do tempo em que oS animais
permanecem nos bracos abertos. Dessa forma, os pardmetros levados em consideracdo para
andlise estatistica sdo: nimero de entradas nos bracos 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) (Figura 12).
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30 min

Mentol (25 e 50 mg/kg; i.p.) ou
veiculo (agua destilada + 2%
Tween 80) ou diazepam (1 mg/kg;

i.p.)

”5 minutos |

Numero de entradas (bragos
abertos e fechados) e tempo
de permanéncia (bragos
abertos e fechados)

Figura 12 — Esquema do Teste do Labirinto em Cruz Elevado.
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4.11 Avaliacao da Atividade Sedativa/Hipnética e Anticonvulsivante

4.11.1 Teste do Tempo de Sono Induzido por Pentobarbital

Os animais foram pré-tratados com mentol (25 e 50 mg/kg; i.p.), veiculo (controle) ou
diazepam (1 mg/kg, i.p.). Ap6s 30 minutos dos tratamentos i.p., respectivamente, injetou-se
pentobarbital sédico (PTB) na dose de 40 mg/kg, via i.p. Com o inicio da atividade do PTB, os
animais foram colocados na posi¢cdo de decubito dorsal. O tempo desde a injecdo do
pentobarbital até o animal perder o reflexo postural é registrado como laténcia de sono e o
tempo de laténcia entre a perda e a recuperacao voluntéria do reflexo postural € registrada como
tempo de sono (WAMBEBE, 1985; ROLLAND et al., 1991). O critério para a recuperacdo dos
reflexos foi fixado quando o animal saiu da imposi¢ao por trés vezes consecutivas (CARLINI et
al., 1986; MATTEI et al., 1998). Um tempo maximo de 240 minutos foi estabelecido, ou seja,

animais cujo tempo de sono ultrapassava esse valor, o0 mesmo foi mantido (Figura 13).

Pentobarbital sodico

—> (40 mg/kg; i.p.)

Mentol (25 e 50 mg/kg; i.p.) ou
veiculo (agua destilada + 2%
Tween 80) ou diazepam (1 mg/kg;

i.p.)

Laténcia do Sono (s) e
Dura¢ao do Sono (s)

Figura 13 — Esquema do Teste do Tempo de Sono Induzido por Pentobarbital
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4.11.2 Teste da Convulsdo Induzida por Pentilenotetrazol

Esse experimento tem como objetivo avaliar a possivel acdo anticonvulsivante da droga
em teste. O pentilenotetrazol (PTZ) 100 mg/kg, i.p. foi administrado como agente indutor das
convulsdes apds o tratamento com mentol (25 e 50 mg/kg; i.p.), veiculo (controle) ou diazepam
(1 mg/kg, i.p.). Os animais foram colocados em gaiolas individuais e observados por um
periodo de até 20 minutos. Os parametros analisados foram: laténcia da convulsdo (tempo entre
a administracdo do PTZ até a primeira convulsao clénica ou ténico-clonica), em segundos, €, a
laténcia de morte dos animais (tempo decorrido da administracio do PTZ até a morte), em

segundos (Figural4).

Pentilenotetrazol
— (100 mg/kg; i.p.)

!

Mentol (25 e 50 mg/kg: i.p.) ou
veiculo (agua destilada + 2%
Tween 80) ou diazepam (1 mg/kg:

i.p.) ﬂ

Laténcia da Convulsao (s)
e Laténcia de Morte (s)

Figura 14 — Esquema do Teste da Convulsao Induzida por Pentilenotetrazol.
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4.12 Avaliaciao da Atividade Gastroprotetora

4.12.1 Avaliagdo da Atividade Gastroprotetora do Mentol em Modelo de Ulcera Gstrica

Induzida por Etanol em Camundongos

Para avaliacio da atividade antiulcerogénica do mentol, utilizou-se o método
previamente descrito por Robert et al. (1979). Neste método, é induzida a dlcera por

administracdo oral de etanol absoluto em doses que induz significativamente ulceracdo géstrica.

A dose utilizada neste experimento foi de 0,2 mL de etanol absoluto em cada animal
(n=07). Ap6s um periodo de jejum de 12 h, os animais foram tratados com diferentes doses de
mentol (100 e 200 mg/kg, v.0.) ou veiculo (3 % de Tween 80, 10 ml/kg, v.0.). Os controles
positivos receberam ciproeptadina, 10 mg/kg, i.p. (OHTAU et al., 1999). Apds uma hora dos
tratamentos, os animais receberam oralmente 0,2 mL de etanol absoluto. Diferentes doses de
mentol (100 e 200 mg/kg, v.0.) ou veiculo foram administradas e ndo foram expostos ao
etanoly,s a fim de se investigar se o mentol seria capaz de causar injuria por si s6. Decorridos 30
min da administracio do etanol, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e seus

estdmagos foram removidos.

Posteriormente, cada estdmago foi aberto pela grande curvatura, lavado em solucio
salina 0,9 % e comprimido entre dois vidros de reldgio para uma melhor visualizagdo. O
contorno das lesdes da por¢do glandular do estdmago foi tracado usando um papel filme
transparente, como descrito previamente por Iwata er al. (1997). O percentual de drea gastrica
lesionada foi determinado com o auxilio de um programa de planimetria computadorizada
(ImageJ). A area ulcerada foi expressa em termos de percentagem em relagcdo a drea total do
corpo gdstrico. As dreas lesionadas foram medidas por um tnico observador, que ndo conhecia a

identificacdo dos grupos experimentais (estudo cego).
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4.12.2 Lesdes Gastricas Induzidas por Indometacina em Camundongos

Como descrito previamente por Molina et al. (2005) e Santos et al. (2005), as lesdes
gastricas podem ser induzidas pela indometacina (20 mg/kg, dissolvida em 0,5% de
carboximetilcelulose e diluida em dgua destilada, v.0.). Apés um periodo de jejum de 12 h, os
animais (n= 8) foram tratados com mentol (100 e 200 mg/kg, v.o.), veiculo (3 % de Tween 80,
10 ml/kg, v.0.) ou ranitidina (20 mg/kg, v.o., como controle positivo) 60 min antes da
administracio da indometacina, enquanto o grupo controle recebeu veiculo e ndo foi exposto ao
agente agressor. Os animais foram sacrificados por deslocamento cervical apds 8 h da indugdo
da tlcera (BHARGAVA et al., 1973) e tiveram seus estdbmagos removidos. Subseqiientemente,
cada estdmago foi aberto pela grande curvatura, lavados em salina 0,9 % e a extensao das lesdes
foi registrada, atribuindo-se escores, de acordo com a escala de Szabo et al. (1985), evidenciada
no Quadro 4. As areas lesionadas foram medidas por um unico observador, que ndo conhecia a

identificacdo dos grupos experimentais (estudo cego).

Injury SCores
Discoloration of mucosa 1
Edema 1
Hemorrhages 1
Mumber of petechia

Until 10 2
Wlore than 10 3
Intensity of ulceration

TMecers or erosion up to lmm HN=xz2
Tleers or erosion larger than lmm Nx3
Perforated ulcers M=z4

Quadro 4 — Determinacio do escore de ulcera induzida por Indometacina

Fonte: Szabo et al. (1985)
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4.12.3 Papel do Oxido Nitrico (NO) no Efeito Protetor do Mentol na Lesdo Géstrica Induzida

por Alcool em Camundongos

Para investigar o envolvimento do NO no efeito gastroprotetor do mentol, NG-nitro-L-
arginina-metilester (L-NAME, 10 mg/kg, i.p.), um inibidor da NOS, foi administrado 15 min
antes da administragdo oral de mentol (200 mg/kg) ou veiculo (3 % de Tween 80, 10 ml/kg,
v.0.). As doses e tempos de administracio do L-NAME foram usados de acordo com estudos
prévios (GURBUZ et al. 1999; CHANDRANATH et al. 2002). Dois grupos foram tratados com
veiculo antes da administracdo do mentol (200 mg/kg, v.0.). No grupo de animais foram
utilizados, na dose de 200 mg/kg (8 animais). Os controles receberam apenas veiculo. Em
seguida, 60 min ap6s os tratamentos, as lesdes da mucosa gastrica foram induzidas por etanol,ps.
Um grupo foi tratado com veiculo e ndo foi exposto ao etanol,,s (n=6 animais). Decorridos 30
min da administracdo do etanol,,, 0s animais foram sacrificados, os estdmagos retirados, as

lesdes foram medidas e expressas como descrito anteriormente sendo utilizado 08 animais.

4.12.4 Papel dos Canais de Potissio ATP-dependentes (KATP), no Efeito astroprotetor do

Mentol em Modelo de Lesdes Gastricas Induzidas por Etanol em Camundongos

A glibenclamida,um potente antagonista dos canais de Karp, preparada com 4% de
glicose, para minimizar hipoglicemia, foi utilizada para investigar o possivel envolvimento dos
canais de Karp no efeito gastroprotetor do mentol. Glibenclamida na dose de 10 mg/kg, i.p., foi
administrada 30 min antes da administracdo de mentol (200 mg/kg, v.o.) ou veiculo (3 % de
Tween 80, 10 ml/kg, v.o.), de acordo com Peskar et al. (2002). Em grupos adicionais, veiculo
foi administrado seguido por mentol (200 mg/kg, v.o.) antes da administracdo do etanolyps.
Outro grupo de animais recebeu glibenclamida (10 mg/kg), 15 minutos antes da administragao
de Diazéxido (3 mg/kg, i.p.), e apdés 30 minutos, esses animais receberam etanoly,s (0,2
ml/animal, v.0.). Os controles receberam apenas veiculo. Apés 60 min da administracio dos
tratamentos, os animais foram expostos ao etanol,,s para a inducdo das lesdes. Um grupo de
animais recebeu veiculo e nédo foi exposto ao etanol. Trinta minutos apés a administracdo do
etanoly,s, 0s animais foram sacrificados, os estdmagos retirados, as lesdes foram medidas e

expressas como descrito anteriormente. Para este experimento, foram utilizados 7-8 animais por

grupo.
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4.12.5 Quantificacdo dos Niveis de Glutationa (GSH) no Estdmago e Figado de Camundongos

Tratados com Mentol e Expostos ao Etanol

A quantificacdo de glutationa (GSH, uma sulfidrila ndo protéica) foi utilizada para
investigar uma possivel ac¢do antioxidante na atividade gastroprotetora do mentol foi realizada
nos estomagos dos camundongos. Mentol (200 mg/kg, v.o.) foi administrado aos camundongos
1 h antes da administracdo do etanol,ys (0,2 mL, v.0.) ou veiculo (3 % de Tween 80, 10 ml/kg,
v.0.). O grupo controle recebeu apenas veiculo, enquanto o controle positivo recebeu N-
acetilcisteina (NAC, 750 mg/Kg, i.p.), um aminodcido essencial na formagdo do GSH, antes da
administracdo do etanols,s. Um grupo de animais foi tratado apenas com veiculo e ndo foi
exposto ao etanol. Decorridos 30 min da administragdo do etanoly,s, os animais foram
sacrificados por deslocamento cervical e tiveram os seus estdmagos. Para a dosagem do GSH, o
segmento glandular de cada estdmago foi individualmente homogeneizado a 10%
(peso/volume) em uma solugio gelada de EDTA 0,02 M. A aliquotas de 400 ul dos
homogenatos foram misturadas a 320 pl de dgua destilada e 80 pl de 4cido tricloroacético (50%)
e centrifugadas a uma rotagdo de 3000 rpm durante 15 min (para os estdmagos). Apds a
centrifugacdo, 400 pl dos sobrenadantes foram misturados com 800 pl de tampao Tris (0,4 M,
pH 8.9). Por fim, foi adicionado 20 pL. de DTNB (5,5-dithio-bis (2- nitrobenzoico 4cido)
0,01M). O material foi entdo agitado durante 3 minutos e a absorbancia foi mensurada a 412 nm
em espectrofotdmetro. Uma aliquota do sobrenadante foi separada e a sua concentragdo de
proteinas foi medida usando o método de Lowry et al. (1951). Os valores de absorbéancia foram
extrapolados a partir de uma curva-padrdo e expressos em ug de GSH/mg de proteina. Para este
experimento, foram utilizados 7 animais por grupo. No grupo do padrdo positivo foram

utilizados 6 animais.
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4.13 Analise Estatistica

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

Os resultados que obedeciam a uma distribuicdo paramétrica foram analisados por
Andlise de Variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Student Newman Keuls (post hoc). Os
dados ndo-paramétricos foram analisados pelo mesmo programa utilizando o teste Kruskal-

Wallis seguido pelo teste de Dunns (post hoc).

Em todas as andlises estatisticas, os valores foram representados pela Média + Erro
Padrao da Média (EPM) com o nimero de animais entre parénteses e foi considerado o nivel
critico para rejei¢do da hipdtese de nulidade menor que 0,05 (p<0,05). Os asteriscos (*p<0,05;
*#p<0,01; ***p<0,001) caracterizam o grau de significincia, assim como os demais simbolos a

eb.
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S RESULTADOS

5.1 Atividade antidepressiva

5.1.1 Teste nado for¢ado

No teste do nado forgado, o mentol administrado por via intraperitoneal, (i.p.), causou
reducdo no tempo de imobilidade quando utilizado nas doses 25 mg/Kg [65,57 + 1,49 s (7); p <
0,05] e 50 mg/Kg [35,75 £ 3,75 s (8); p<0,001] quando comparado ao grupo controle [86,56 *
6,74 s (8)]. Os animais tratados com imipramina 10 mg/Kg, i.p., droga utilizada como controle
positivo, também reduziram o tempo de imobilidade [21,00 £ 2,61 s (7); p<0,001] em relagdo ao

controle (Fig. 15).

Na Figura 15, observa-se ainda que quando mentol € administrado em uma dose menor
(10 mg/kg, i.p), ainda ocorre reducdo no tempo de imobilidade nos animais [68,80 £ 7,50 s (6);
p<0,01] quando comparado ao grupo controle [86,56 + 6,74 s (8)]. Os animais também foram
tratados com bupropiona na dose 10 mg/kg, droga utilizada como controle positivo, que também
reduziu o tempo de imobilidade [46,28 * 6,50 (4) s; p<0,01] em relagdo ao controle [86,56 *
6,74 s (8)]. Assim como também, na dose 30 mg/kg houve reducdo no tempo de imobilidade

[61,22 £ 6,90 (9); p<0,01] quando comparado ao controle [86,56 £ 6,74 s (8)].

Na Figura 16, € observado que os animais tratados com SCH 23390 (15pug/Kg) ndo
apresentaram nenhuma alteracdo no tempo de imobilidade [92,88 = 7,22 (16) s; p>0,05] em
relacdo ao controle i.p. [77,92 + 6,60 (13)]. A associagdo de SCH 23390 15ug/Kg + Mentol 50
mg/Kg [21,30 £+ 7,80 s (10); p>0,05] ndo reverteu os efeitos do mentol, quando comparado ao
mentol sozinho [34,30 £ 2,83 s (10); p> 0,05]. Ja os camundongos que receberam SCH 23390 e
em seguida bupropiona 30 mg/Kg [97,75 = 10,22 s (8)] houve reversdo do efeito do efeito da
bupropiona quando comparado com a bupropiona 30 mg/Kg sozinha [49,60 + 9,34 s (10);
p<0,001].

Quando os animais foram tratados com sulpirida 50 mg/Kg (Fig 10) [116,00 + 7,53 s
(4)], também ndo houve nenhuma alteracdo em relacdo controle [103,10 % 3,47 s (13); p >0,05]

(Fig. 18), mas os efeitos do mentol foram revertidos pelo pré-tratamento com sulpirida 50
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mg/Kg [119,40 + 2,56 s (10)] quando comparado com o mentol sozinho [35,75 + 3,70 s (8);
p<0,001]. O mesmo ocorreu com os animais tratados com sulpirida 50 mg/Kg e em seguida com
bupropiona 30 mg/Kg [89,40 = 7,38 s (10); p<0,001], ocorrendo reversio do efeito da
bupropiona 30 mg/Kg quando administrada sozinha [55,11 £ 8,43 s (9)].

Na Figura 17, observou-se que a prazosina [106,3 £ 2,59 s (9)] também ndo alterou o
tempo de imobilidade quando comparado com o grupo controle i.p [98,88 + 4,98 s (8); p>0,05],
mas esta droga associada ao mentol [151,60 = 5,21 s (8); p>0,001] causou reversdo do efeito
antiimobilidade previamente observado no grupo mentol sozinho [55,50 % 2,59 s (8); p<0,001].
Como foi visto no grupo mentol com prazosina, também com o grupo da imipramina 10 mg/Kg
associada a prazosina 1 mg/Kg [45,17 + 6,29 s (6)] houve reducdo da imobilidade dos animais
quando comparado com o grupo imipramina 10 mg/Kg sozinha [18,13 £ 2,74 s (8); p <0,001]
(Fig. 17).

Como demonstrado na Figura 18, os animais tratados com ioimbina 1 mg/Kg nao
apresentaram nenhuma reducio do tempo de imobilidade no teste do nado for¢ado [109,80 *
4,32 s (9); p>0,05] quando comparados ao controle [98,88 £ 4,98 s (8);]. Quando os animais
foram previamente tratados com ioimbina 1 mg/Kg e posteriormente com mentol 50 mg/Kg,
i.p., verificou-se ainda reducdo da imobilidade [72,67 £ 6,76 s (9); p<0,001] em comparagdo ao
controle [98,88 + 4,98 s (8)], mas ndo houve diferengca quando comparado ao mentol sozinho
[55,5 £ 2,59 s (8)]. Quando os animais foram pré-tratados com ioimbina 1mg/Kg, i.p., e
posteriormente com imipramina 10 mg/Kg, i.p., [58,00 £ 8,45 s (6), p<0,001], observou-se
reducdo da imobilidade quando comparado com o grupo controle [98,88 4,98 s (8); p<0,001],
entretanto a reducdo da imobilidade foi bem menor na associagdo quando comparado ao efeito

da imipramina sozinha (18,13 = 2,74; p<0,001).
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Figura 15 — Efeito do mentol, imipramina e bupropiona, via intraperitoneal, sobre o tempo

de imobilidade, em segundos, no teste nado forcado

Nota: Controle, mentol (MENT: 10 mg/Kg, 25 mg/Kg e 50 mg/Kg), imipramina (IMP:10 mg/Kg) e bupropiona 10
mg/Kg foram administrados 30 minutos antes do experimento. Os valores da Figura representam a Média +EPM do
tempo de imobilidade (s) durante 5 minutos. Para andlise estatistica foi utilizada ANOVA seguido por Student
Newman Keuls como teste post hoc. * p<0,05; ** p<0,01; ***p<0,001 vs controle.
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Figura 16 — Efeito do mentol (50 mg/Kg) e da bupropiona (30 mg /Kg), via intraperitoneal,
sozinho ou associado com SCH 23390 (15u/Kg), antagonista dos receptores dopaminérgicos D

sobre o tempo de imobilidade (s), em segundos, no teste nado for¢ado.

Nota: Controle, mentol (50 mg/Kg) e bupropiona 30 mg/Kg foram administrados 30 minutos antes do
experimento; ou quando associados foram administrados 30 minutos ap6s administracdo de SCH 23390 (SCH: 2,5
mg/Kg). Os valores da Figura representam a média + EPM do tempo de imobilidade (s) durante 5 minutos. Para
andlise estatistica foi utilizada ANOVA seguida por Student Newman Keuls como test post hoc. Valores
significativos: *p<0,05; ***p<0,001 vs controle; ** p<0,001 vs bupropiona (BUP - 30).
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Figura 17 — Efeito do mentol (50 mg/Kg) e da bupropiona (30 mg/ Kg), via intraperitoneal,
sozinho ou associados com sulpirida (50 mg/Kg), antagonista dos receptores dopaminérgicos D,

sobre o tempo de imobilidade (s), em segundos, no teste nado forgcado.

Nota: Controle, mentol (50 mg/Kg) e bupropiona 30 mg /Kg foram administrados 30 minutos antes do
experimento; ou quando associados foram administrados 30 minutos apds administragido de sulpirida (SPD-50: 50
mg/Kg). Os valores da Figura representam a média +EPM do tempo de imobilidade (s) durante 5 minutos. Para
andlise estatistica foi utilizada ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste post hoc. Valores
significativos: ***p<0,001 vs controle; ®p<0,001 vs mentol 50 mg/Kg; *° p<0,001 vs bupropiona 30 mg/Kg.
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Figura 18 — Efeito do mentol (50 mg/Kg), via intraperitoneal, sozinho ou associado com
prazosina (1 mg/Kg), antagonista dos receptores adrenérgicos alpha; sobre o tempo de

imobilidade (s), em segundos, no teste nado for¢ado.

Nota: Controle e mentol (MENT: 50 mg/Kg) foram administrados 30 minutos antes do experimento; ou quando
associados foram administrados 30 minutos apés administracdo de prazosina (PRZ: 1 mg/Kg). Os valores da Figura
representam a média xEPM do tempo de imobilidade (s) durante 5 minutos. Para andlise estatistica foi utilizada
ANOVA seguido por Student Newman Keuls como test post hoc. Valores significativos: **#*p<0,001 vs controle; *
p<0,001 vs mentol 50 mg/Kg; ; ** p<0,001 vs imipramina 10 mg/Kg.
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Figura 19 — Efeito do mentol (50 mg/Kg) e da imipramina (10 mg/Kg), via intraperitoneal,
sozinhos ou associados com loimbina (1mg/Kg), antagonista dos receptores adrenérgicos 0

sobre o tempo de imobilidade (s), em segundos, no teste nado for¢ado.

Nota: Controle, mentol (50 mg/Kg) e imipramina (10 mg/Kg) foram administrados 30 minutos antes do
experimento; ou quando associados foram administrados 30 minutos apés administragdo de iomibina (IOM
Img/Kg). Os valores da Figura representam a média +EPM do tempo de imobilidade (s) durante 5 minutos. Para
andlise estatistica foi utilizada ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste post hoc. Valores
significativos: ***p<0,001 vs controle; * p<0,001 vs imipramina 10 mg/Kg.
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5.1.2 Teste suspensdo da cauda

Neste modelo experimental, o mentol, i.p., promoveu a reducdo da imobilidade
na dose de 25 mg/Kg [119,0 £ 3,99 s (10)], assim como também, na dose de 50 mg/Kg [117,40
+ 5,27 s (9)] quando comparado com o controle [179,70 + 3,30 s (10); p>0,001] (Fig. 20).

A imipramina na dose de 30 mg/Kg também reduziu o tempo de imobilidade

[25,2 £ 3,7 s (10)] em relacdo ao grupo controle [179,70 £ 3,30 s (10); p>0,001] (Fig. 20).

2001
I Controle

Il Mentol 25
[ Mentol 50
I IMP-30

TEMPO DE IMOBILIDADE (s)

Figura 20 — Efeito do mentol (25 e 50 mg/Kg) e imipramina (10 mg/Kg), via intraperitoneal,

sobre o tempo de imobilidade, em segundos, no teste suspensio da cauda.

Nota: Controle, mentol (MENT: 25 mg/Kg e 50 mg/Kg) e imipramina (IMP:30 mg/Kg) foram administrados 30
minutos antes do experimento. Os valores da Figura representam a média +EPM do tempo de imobilidade (s)
durante 6 minutos. Para andlise estatistica foi utilizada ANOVA seguido por Student Newman Keuls como test post
hoc. Valores significativos: ***p<0,001 vs controle.
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5.2 Avaliacao da atividade ansiolitica

5.2.1 Teste do campo aberto

Os parimetros avaliados neste experimento foram atividade locomotora (ALE),
grooming e rearing e os resultados foram expressos em nimero de travessias, grooming e
rearing. Na Figura 21, observa-se que a atividade locomotora foi aumentada pelo mentol nas
doses de 25 mg/Kg [56,43 £ 4,27 (7)] e na dose de 50 mg/Kg [62,43 + 4,69 (5)] quando
comparados com o controle [29,40 £ 2,54 (5); p<0,01]. Entretanto, o mentol 10 mg/kg [34,56
* 1,78 (8); p>0,05], assim como a bupropiona 10 mg/kg [40,66 £ 3,51 (5); p>0,05] ndo causou
alteracdo significativa quando comparado ao controle [29,40 + 2,54 (5); p<0,01]. O diazepam, 2
mg/Kg, i.p., reduziu a atividade locomotora em relacao ao controle [DPZ-2: 17,6 £ 0,90 (5); p<
0,05]

Na Figura 22, observou-se que os animais tratados com SCH 23390 [53,00 £ 5,74 (5)]
ndo apresentaram alteracdo na atividade locomotora quando comparados com o controle [59,40
+ 2,75 (5); p>0,05]. Assim como, os animais tratados com SCH 23390 e posteriormente com
mentol 50 mg/Kg [63,00 + 2,5 (5)] ndo apresentaram alteracdo quando comprado com o grupo
mentol 50 mg/Kg sozinho [73,40 £ 3,40 (5); p>0,05]. Entretanto, quando a bupropiona foi
administrada ap6s o SCH 23390 [SCH-15 + BUP-30: 55,50 + 2,88 (8)] houve reversido quando
comparado com a bupropiona sozinha [BUP-30: 87,93 £ 4,25 (6); p < 0,001].

Como demonstrado na Figura 23, os animais tratados com sulpirida 50 mg/Kg [50,20 *
4,83 (5)] ndo apresentaram nenhuma reduc¢do no nimero de travessias quando comparado ao
controle [60,50 £ 2,50 (6); p>0,05]. Entretanto os animais tratados previamente com sulpirida e
ap6s 30 minutos com mentol 50 mg/Kg [SPD-50 + M-50: 62,25 + 4,20 (8); p>0,05] houve
alteracdo em relacdo ao mentol sozinho [75,63 £ 2,30 (8); p>0,05]. Assim como também, os
efeitos causados pela bupropiona 30 mg/Kg [87,33 £ 4,25 (6)] foram alterados pela associacio

de bupropiona 30 mg/kg com sulpirida 30 mg/Kg [49,14 + 2,65 (7); p>0,001].

Um outro pardmetro avaliado foi o rearing. Os resultados mostram que houve aumento

do rearing ap6s administracdo i.p.do mentol nas doses de 25 mg/Kg [17,67 + 2,10 (7); p> 0,01]
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e na dose de 50 mg/Kg [14,29 £ 1,50(6); p<0,05] quando comparado ao grupo controle [10,00 £
1,51(7)]. O diazepam, 2 mg/Kg, reduziu o nimero de rearings [3,60 £ 0,65 (13); p<0,001] (Fig.
25).. . O numero de groomings foi reduzido na dose de 25 mg/Kg [4,57 £ 0,92 (7)] e na dose
de 50 mg/Kg [4,37510,32 (8)] em relacdo ao controle [6,71 + 0,68 (7); p<0,05]. Diazepam, 2
mg/kg, também reduziu esse parimetro [1,64 = 0,38 (14)] comparado com o controle [6,71 *

0,68 (7); p<0,001] (Fig. 24).
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Figura 21 — Efeito do mentol, bupropiona e diazepam, via intraperitoneal, sobre o nimero de
travessias no teste campo aberto em camundongos.

Nota: Controle, mentol (M-25: 25 mg/Kg e M-50: 50 mg/Kg), bupropiona (BUP-10: 10 mg/kg e BUP-30: 30
mg/kg) e diazepam (DZP: 2 mg/Kg) foram administrados 30 minutos antes do experimento. Os valores da Figura
representam a média +EPM do nimero de travessias durante 5 minutos. Para andlise estatistica foi utilizada
ANOVA seguido por Student Newman Keuls como test post hoc. Valores significativos: * p<0,05; ***p<0,001 vs
controle.
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Figura 22 — Efeito do mentol (50 mg/Kg) e bupropiona (30 mg/Kg), via intraperitoneal, sozinho
ou associado com SCH 23390 (15uW/Kg), antagonista dos receptores dopaminérgicos D, sobre o

nimero de travessias no teste campo aberto.

Nota: Controle, mentol (M-50: 50 mg/Kg) e bupropiona (BUP-30: 30 mg/Kg) foram administrados 30 minutos
antes do experimento; ou quando associados foram administrados 30 minutos apés administragdo de SCH 23390
(SCH-15: 2,5 mg/Kg) e entdo, 60 minutos depois foram submetidos ao experimento. Os valores da Figura
representam a média +EPM do nimero de travessias durante 5 minutos. Para andlise estatistica foi utilizada
ANOVA seguido por Student Newman Keuls como test post hoc. Valores significativos: *p<0,05;***p<0,001 vs
controle; * p<0,001 vs bupropiona 30 mg/Kg
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Figura 23 - Efeito do mentol (50 mg/Kg) e da bupropiona (30 mg/Kg), via intraperitoneal,
sozinho ou associado com sulpirida (50 mg/Kg), antagonista dos receptores dopaminérgicos D,
sobre o nimero de travessias no teste campo aberto.

Nota: Controle, mentol (M-50: 50 mg/Kg) e da bupropiona (BUP-30: 30 mg/Kg) foram
administrados 30 minutos antes do experimento; ou quando associados foram administrados 30
minutos apds administracao de sulpirida (SPD-50: 50 mg/Kg) e entdo, 60 minutos depois foram
submetidos ao experimento. Os valores da Figura representam a média +EPM do tempo de
imobilidade (s) durante 5 minutos. Para andlise estatistica foi utilizada ANOVA seguido por
Student Newman Keuls como test post hoc. Valores significativos: *p<0,05; ***p<0,001 vs
controle; #p<0,001 vs BUP-30.
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Figura 24 — Efeito do mentol (25 e 50 mg/Kg) e diazepam (2 mg/Kg), via intraperitoneal, sobre

o ndmero de rearings no teste campo aberto em camundongos.

Nota: Controle, mentol (25 mg/Kg e 50 mg/Kg) e diazepam (DZP: 2 mg/Kg) foram administrados 30 minutos
antes do experimento. Os valores da Figura representam a média +EPM do nimero de rearings durante 5 minutos.
Para andlise estatistica foi utilizada ANOVA seguido por Student Newman Keuls como test post hoc. Valores
significativos: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 vs controle.
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Figura 25 — Efeito do mentol e diazepam, via intraperitoneal, sobre o nimero de grooming no

teste campo aberto em camundongos.

Nota: Controle, mentol (25 mg/kg e 50 mg/kg) e diazepam (DZP: 2 mg/kg) foram administrados 30 minutos antes
do experimento. Os valores da Figura representam a média +EPM do ndimero de groomings durante 5 minutos.
Para andlise estatistica foi utilizada ANOVA seguido por Student Newman Keuls como test post hoc. Valores
significativos: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 vs controle.
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5.2.2 Teste do Rota Rod

No teste Rota Rod, como demonstrado na Tabela 1, ndo foram observadas alteragdes no
tempo de permanéncia apds o tratamento com mentol, i.p., nas doses de 25 mg/Kg [60,00 + 0,0
s (8)] e de mentol 50 mg/Kg [60,00 £ 0,0 s (8)] comparado com o grupo controle [59,20 £ 0,50 s
(8); p>0,05].

Enquanto que o diazepam, padréo positivo, na dose de 2 mg/kg promoveu diminui¢io no
tempo de permanéncia (Tabela 1) [34,10 + 2,10 s (8)] (Tabela 3) [0,25 0,16 (8)] quando

comparado com o controle, respectivamente [59,20 £ 0,5 s (8); 0,0 £ 0,0 (8); p>0,05].
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Tabela 1 — Efeito da administracio intraperitoneal do mentol e diazepam no tempo de

permanéncia no teste Roda Rod.

Grupo Dose (mg/Kg) Tempo de permanéncia

Via intraperitoneal

Controle - 59,20 £ 0,50 s (8)
Mentol 25 mg/Kg 25 60,00 £ 0,00 s (8)
Mentol 50 mg/Kg 50 60,00 £ 0,00 s (8)

2 34,10 + 2,10 s(8) ***
Diazepam 2 mg/Kg

Nota: Os valores da Figura representam a média +EPM do tempo de permanéncia. O nimero de animais utilizados
foi colocado em parénteses. Para andlise estatistica foi utilizada ANOVA seguido por Student Newman Keuls
como test post hoc. Valores significativos: ***p<0,001 vs controle.
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5.2.3 Teste do labirinto em cruz elevada

Como observado na Figura 26, o mentol, em ambas as doses (25 mg/Kg e 50 mg/Kg),
ndo alterou o ndmero de entradas no braco aberto (NEBA) [NEBA: Ment-25: 4,5 = 0,5(8);
Ment-50: 5,75% 0,94(8)] quando comparado com o controle [5,00 + 0,50 (8); p>0,05]. Da
mesma forma, também ndo houve alteracdo no tempo de permanéncia do brago aberto (TPBA)
em nenhuma dose [TPBA: Ment-25: 70,17 + 12,22 (6); Ment-50: 91,50 £ 10,39 (6)] em relacdo
ao controle [56,17 = 5,49 (14); p>0,05] (Fig. 26).

Também ndo houve alteracdo no percentual de entrada no braco aberto (PEBA) nas
doses estudadas [ment-25: 38,75+ 4,187 (8); ment-50: 37,64 £ 3,5 (8)] comparado ao controle
[45,75% 4,45 (8) p>0,05].

Também ndo houve altera¢do no percentual de tempo em braco aberto (PTBA) na dose
de mentol 25 mg/kg [36,63= 5,9 (8)] e na dose de 50 mg/kg [33,63+ 5,01] em relacdo ao
controle [59,26+ 3,8 (8) p>0,05].

Diazepam, 1 mg/kg, aumentou todos os parametros: NEBA [9,0x 0,6 (16); p<0,001],
TPBA [125,7£13,31 (16); p<0,001], PEBA [52,64%3,01 (16); p<0,05] ¢ PTBA [59,26 £3.,8

(16); p<0,01] em relagdo aos respectivos controles.
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Figura 26 — Efeito do mentol (25 mg/Kg e 50 mg/Kg) e diazepam (DZP: 2 mg/Kg), via
intraperitoneal, sobre o nimero de entradas no brago aberto no teste labirinto de cruz elevada

em camundongos.

Nota: Controle, mentol (MENT: 25 mg/kg e 50 mg/Kg) e diazepam (DZP: 1 mg/Kg) foram administrados 30
minutos antes do experimento. Os valores da Figura representam a média +EPM do nimero de entradas nos bracos
abertos durante 5 minutos. Para andlise estatistica foi utilizada ANOVA seguido por Student Newman Keuls como
test post hoc. Valores significativos: ***p<0,001 vs controle.
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Figura 27 — Efeito do mentol (25 mg/Kg e 50 mg/Kg) e diazepam, via intraperitoneal, sobre o

tempo de permanéncia no braco aberto no teste labirinto de cruz elevada em camundongos.

Nota: Controle, mentol (MENT: 25 mg/Kg e 50 mg/Kg) e diazepam (DZP: 1 mg/Kg) foram administrados 30
minutos antes do experimento. Os valores da Figura representam a média +EPM do tempo de permanéncia nos
bragos abertos durante 5 minutos. Para andlise estatistica foi utilizada ANOV A seguido por Student Newman Keuls
como test post hoc. Valores significativos: ***p<0,001 vs controle.
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Figura 28 — Efeito do mentol (25 mg/Kg e 50 mg/Kg) e diazepam, via intraperitoneal, sobre a

porcentagem de entradas no brago aberto no teste labirinto de cruz elevada em camundongos.

Nota: Controle, mentol (MENT: 25 mg/kg e 50 mg/Kg) e diazepam (DZP: 1 mg/Kg) foram administrados 30
minutos antes do experimento. Os valores da Figura representam a média +EPM da porcentagem de entradas nos
bragos abertos durante 5 minutos. Para andlise estatistica foi utilizada ANOV A seguido por Student Newman Keuls

como test post hoc. Valores significativos: *p<0,05 vs controle.
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Figura 29 — Efeito do mentol e diazepam, via intraperitoneal, sobre a porcentagem de entradas

no brago aberto no teste labirinto de cruz elevada em camundongos.

Nota: Controle, mentol (MENT: 25 mg/kg e 50 mg/kg) e diazepam (DZP: 1 mg/kg) foram administrados 30
minutos antes do experimento. Os valores da Figura representam a média +EPM de porcentagem do tempo de
permanéncia nos bragos abertos durante 5 minutos. Para andlise estatistica foi utilizada ANOVA seguido por
Student Newman Keuls como test post hoc. Valores significativos: **p<0,01 vs controle.
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5.3 Avaliacao da Atividade Sedativa/Hipnédtica e Anticonvulsivante

5.3.1 Teste do tempo de sono induzido por pentobarbital

Os parametros analisados foram: a laténcia de sono (LS), em segundos, e a duragdo de
sono (DS), também em segundos. Os valores absolutos mostram que os animais tratados com
mentol na dose de 25 mg/kg [224,0 + 12,0 s (8)], assim como na dose de 50 mg/kg [237,4 *
13,04 s (8)], ndo alteraram a laténcia de sono quando comparados com o grupo controle [239,8

+ 14,79 s (6); p>0,05] (Fig. 30).

Ja nos resultados correspondentes a duragdo do sono (Fig. 31), houve reducio na dose
de 25 mg/kg [1448 £ 94,98 s (6); p<0,01]. Assim como também ocorreu na dose de 50 mg/kg
[1821,0 £ 124,1 s (8); p<0,05], comparado com o grupo controle [2267,0 £ 180, 7 s (10)].

O diazepam, na dose de 1 mg/kg, como esperado, reduziu a laténcia de sono [177,7
4,04 s (10); p<0,01] e aumentou a duragdo de sono [43334,0 £ 155,6 s (8)] em relacdo ao grupo
controle [2267,0 = 180, 7 s (10); p<0,001].
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Figura 30 — Efeito do mentol e diazepam, via intraperitoneal, sobre a laténcia do sono, em

segundos, no teste tempo de sono induzido por pentobarbital em camundongos.

Nota: Controle, mentol (MENT: 25 mg/Kg e 50 mg/Kg) e diazepam (DZP: 1 mg/Kg) foram administrados 30
minutos antes do experimento. Os valores da Figura representam a média +EPM do tempo de imobilidade (s)
durante 5 minutos. Para andlise estatistica foi utilizada ANOVA seguido por Student Newman Keuls como test post
hoc. Valores significativos: **p<0,01 vs controle.
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Figura 31 — Efeito do mentol e diazepam, via intraperitoneal, sobre a duragdo de sono, em

segundos, no teste tempo de sono induzido por pentobarbital em camundongos.

Nota: Controle, mentol (MENT: 25 mg/kg e 50 mg/kg) e diazepam (DZP: 1 mg/kg) foram administrados 30
minutos antes do experimento. Os valores da Figura representam a média +EPM do tempo de imobilidade (s)
durante 5 minutos. Para andlise estatistica foi utilizada ANOVA seguido por Student Newman Keuls como test post
hoc. Valores significativos: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 vs controle.
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5.4 Teste da convulsao induzida por pentilenotetrazol

Os parametros avaliados nesse teste foram laténcia de convulsdo (LS), em segundos, e a
laténcia de morte, em segundos (LM). O tratamento agudo em animais com mentol nas doses de
25 mg/kg e 50 mg/kg, por via i.p., aumentaram a laténcia de convulsdo [ment-25: 96,43 + 12,07
(7); p>0,05; ment-50: 176,5 = 18,76 (6); p<0,01] quando comparado ao controle [85,86 =
16,77(7)].

Na laténcia de morte na dose de 25 mg/kg [197,6 £ 34,92 (7); p>0,05] ndo houve
alteracdo quando comparado ao controle [223,4 + 33,03 (7)]. Diferentemente do que ocorreu na

dose de 50 mg/kg [485,8 + 97,46 (6); p>0,01] houve aumento na laténcia de morte em relacio
ao controle [223,4 * 33,03 (7)].

O diazepam, 1 mg/kg, aumentou a laténcia da convulsdo [DZP-1: 156,1% 14,40 (7)] e

todos os animais sobreviveram.

Tabela 2 — Efeito da administragdo intraperitoneal do mentol e diazepam na laténcia de

convulsdo e na laténcia de morte

Grupo (mg/kg) Laténcia de convulsdao Laténcia de morte (s) Sobrevivéncia (%)

(s)

Via intraperitoneal

Controle 85,86 +16,77(7) 223,4 433,03 (7) 85
Mentol 25 mg/kg 96,43+ 12,07 (7) 197,6 £34,92 (7) 90
Mentol 50 mg/kg 176,5 £18,76 (6)**  485,8+97,46 (6)** 95
DZP -1 156,14 14,40 (7)*** - 100

Nota: Os valores da Figura representam a média *EPM do nimero da laténcia de convulsdo e da laténcia de morte.
O nimero de animais utilizado foi colocado em parénteses. Para andlise estatistica foi utilizada ANOVA seguido
por Student Newman Keuls como test post hoc. Valores significativos: **p<0,01; ***p<0,001 vs controle.
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5.5 Atividade Antiulcerogénica

5.5.1 Avaliacdo do efeito do (-)- mentol nas lesdes gastricas induzidas por etanol em

camundongos

A administrag@o de etanol absoluto aos animais que foram previamente tratados apenas
com veiculo (Tween 80,3% em &gua destilada, v.0.), produziu grande porcentagem de drea
ulcerada [37,73 £ 2,43 % (7)]. A area ulcerada pelo etanol foi significativamente diminuida com
a administragdo prévia de (-)-mentol nas doses de 100 mg/kg [20,53 £ 1,82 % (7); p<0,001] e de
200 mg/kg [6,51 + 1,16 % (7); p<0,001] reduziram significativamente o percentual de 4rea
ulcerada quando comparado com o controle [37,73 + 2,43 % (7)]. Assim como também com a
ciproeptadina 10 mg/kg, v.o., um antagonista H; e 5-HT, usada como droga de referéncia,
reduziu significativamente o percentual de 4rea ulcerada [4,01 £ 0,69 (7); p<0,001] quando

comparado com o controle [37,73 £2,43 % (7)].
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Figura 32 - Efeito do (-)-mentol sobre a drea ulcerada associada a lesdo gastrica por etanol

Nota: Os valores representam a média = E.P.M. da porcentagem de drea gdastrica ulcerada. A drea ulcerada foi
medida 30 minutos apdés a administracdo de etanol absoluto (0,02 ml/animal). veiculo (Tween 80,3 % em dgua
destilada, v.0.), (-)-mentol 100 mg/kg e 200 mg/kg, v.o. e ciproeptadina (CYP), 10 mg/kg, v.o., foram
administrados 1h antes dos animais receberem etanol absoluto. Para andlise estatistica foi utilizada ANOVA
seguido por Student Newman Keuls como test post hoc. Valores significativos: ***p<0,001 vs controle.
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5.5.2 Avaliacdo do efeito do (-)-mentol nas lesdes gastricas induzidas por Indometacina em

camundongos

A administragdo de indometacina 20 mg/kg, v.o., aos animais previamente tratados
apenas com veiculo evidenciou grandes escores de lesdo gastrica [11,0 = 0,42 (8)]. A
administracdo prévia de (-)-mentol 100 mg/kg e de 200 mg/kg, via oral, foram capazes de
diminuir significativamente os escores de lesdo gastrica [Ment-100: 5,37 + 0,37 (8); p<0,001;
Ment-200: 3,75 £ 0,45 (8); p<0,001] respectivamente em relacdo aos animais apenas tratados

com veiculo (Tween 80,3% em 4gua destilada, v.0.).

A ranitidina (25 mg/kg), v.o., uma droga antagonista dos receptores H,, usada como
padrdo positivo, reduziu significativamente (p<0,001) a média de escores de drea ulcerada [6,62

+ 0,46 (8); p<0,001] quando comparada com o grupo controle [11,0 + 0,42 (8)] (Fig.33).

12.5-
I Salina
10.04 I Controle
Mentol 100
§ 7'5- * k% - Mel‘ltOl 200
5 ki I Ranitidina
o 5.0 o
2.5
0.0

Etanol

Figura 33 - Efeito do (-)-mentol sobre a area ulcerada associada a lesao gastrica por

Indometacina

Nota: Os valores representam a média = E.P.M. ao indice de area géstrica ulcerada proposto por SZABO et al.
(1985). Os animais receberam por via oral: veiculo (Tween 80,3 % em dgua destilada, v.o.), (-)-mentol 100 mg/kg e
200 mg/kg, v.o. ou ranitidina 25 mg/kg, v.o., 1h antes da inducdo das lesdes gastricas pela administracdo de
indometacina. Oito horas depois, os animais foram sacrificados, tiveram seus estdmagos retirados e abertos para a
determinacdo dos escores. ANOVA seguido por Student Newman Keuls como test post hoc. Valores significativos:
**%p<(0,001 vs controle.
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5.5.3 Papel do 6xido nitrico (NO) no efeito gastroprotetor do (-)-mentol em modelo das lesdes

gdstricas induzidas por etanol em camundongos

A administrag@o de etanol absoluto aos animais que foram previamente tratados apenas
com veiculo (Tween 80,3% em &4gua destilada, v.0.) produziu grande porcentagem de area
gdstrica ulcerada [19,85 = 1,25 (6);p<0,001]. A drea géstrica ulcerada pelo etanol foi
significativamente diminuida com a administracdo prévia de (-)-mentol 200 mg/kg, v.o., [6,31
+ 0,85 % (8); p<0,001] quando comparado ao controle [19,85 *+ 1,25 (6);p<0,001]. Os animais
tratados com L-NAME 10 mg/kg, i.p., um inibidor nio seletivo das isoformas da NOS (Oxido
Nitrico Sintetase), apresentou aumento da area ulcerada [45,39 + 2,35 (7); p<0,001] quando
comparado ao grupo controle. O efeito gastroprotetor do mentol 200 mg/kg [9,89 £ 1,12 (8);
p>0,05] ndo foi revertido pela administragdo prévia de L-NAME 10 mg/kg. Os resultados

obtidos, nesse modelo, poderdo ser verificados na Figura 34.
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Figura 34 —Envolvimento do Oxido Nitrico (NO) no efeito gastroprotetor do (-)-mentol em

modelo de udlcera induzida por etanol absoluto em camundongos

Nota: Os valores no grafico representam a média = E.P.M. ao indice de 4rea gastrica ulcerada. Os animais foram
tratados previamente, 60 mim, v.o., com veiculo (Tween 80,3 % em dgua destilada, v.o0.) ou (-)-mentol 200 mg/kg,
v.0. L-NAME foi administrado 15 min antes nos animais tratados com (-)-mentol 200 mg/kg. Os animais foram
sacrificados 30 min apés a indugdo de tlcera. ANOVA seguido por Student Newman Keuls como test post hoc.
Valores significativos: ***p<0,001 vs controle.
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5.5.4 Papel dos canais de potassio ATP-dependentes (Katp) no efeito gastroprotetor (-)- mentol

em modelo das lesdes gastricas induzidas por etanol em camundongos

A administrag@o de etanol absoluto aos animais que foram previamente tratados apenas
com veiculo (Tween 80,3% em &gua destilada, v.0.), produziu grande porcentagem de drea
gdstrica ulcerada [28,74 = 0,49 % (8)]. A érea ulcerada pelo etanol significativamente diminuida
com a administragdo prévia de (-)-mentol 200 mg/kg [6,75 = 1,41 % (8); p <0,001] em relacdo
ao grupo controle [28,74 £ 0,49 % (8)].

O efeito gastroprotetor do mentol foi revertido [16,22 * 1,43 (7)] quando administrado
previamente glibenclamida (5 mg/kg, i.p.) e em seguida (-)-mentol 200 mg/kg [17,11 £ 1,291
% (7); p<0,001].

Quando os animais foram tratados com diazéxido 3 mg/kg [6,73 £ 0,80 (8)], um
vasodilatador que abre os canais K'ap, houve alteragio em relagio ao controle [28,74 *
0,49(8); p<0,001]. O efeito gastroprotetor do diazéxido sozinho foi revertido pelo pré-
tratamento com glibenclamida 10 mg/kg [28,69 + 0,91 (8), p<0,001] (Fig. 35).
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Figura 35 — Envolvimento dos canais de K'otp - dependestes na gastroprotecdo induzida por

(-)-mentol no modelo de tlcera induzida por etanol absoluto em camundongos

Nota: Os valores representam a média = E.P.M. da porcentagem de area géstrica ulcerada. Os animais foram
tratados previamente, 60 mim, v.o., com veiculo (Tween 80,3 % em agua destilada, v.0.) ou (-)-mentol 200 mg/kg,
v.0. Diazéxido 3 mg/kg, i.p., foi administrado 30min antes dos animais receberem etanol. Glibenclamida 10 mg/kg,
i.p., foi administrado 15 min antes da administracdo de (-)-mentol (MENT + GLIB) ou DZO (DZO + GLIB). Os
animais foram sacrificados 30 mim ap6s a inducdo da tlcera. Para andlise estatistica foi utilizada ANOVA seguido
por Student Newman Keuls como test post hoc. Valores significativos: *#*p<0,001 vs controle; * p<0,001 vs
mentol e ™ p<0,001 vs DZO.
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5.5.5 Papel de Glutationa Reduzida (GSH) no efeito gastroprotetor do (-)-mentol em modelo das

lesdes gastricas induzidas por etanol em camundongos

A administrag@o de etanol absoluto aos animais que foram previamente tratados apenas
com veiculo (Tween 80,3% em &4gua destilada, v.0.), produziu grande porcentagem de drea
gdstrica ulcerada [61,62 * 7,60 (7) pg/g proteina ; p<0,001]. O pré-tratamento com (-)-mentol
200 mg/kg foi capaz de atenuar essa diminui¢do no conteido gastrico de GSH [113,10 =+ 17,15

(7) ng/g proteina; p<0,05]

Os animais tratados com N-acetilcisteina [120,50 = 20,19 pg/g proteina (6); p<0,05],
assim como ocorreu com (-)-mentol, houve aumento das concentracdes de GSH quando
comparado ao grupo controle [61,62 £ 7,80 (7)]. Os resultados obtidos, nesse modelo, poderdo

ser verificados na Figura 36.
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Figura 36 - Efeito do (-)- mentol e NAC no contetido de GSH em estdmagos de camundongos
Nota: Os valores representam a média = E.P.M. para os niveis géstricos de GSH nos animais que receberam etanol
absoluto. Foram dosados os niveis de GSH trinta min apds administragdo de etanol absoluto. Veiculo (Tween 80,3
% em dgua destilada, v.0.), (-)-mentol 200 mg/kg, v.o. e N-acetilcisteina (NAC, 750 mg/kg, v.o.) foram
administrados 1h antes de receberem etanol. ANOVA e Student Newman Keuls como teste post hoc. * p<0,05
quando comparado ao grupo controle; * p <0,001 vs salina.
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6 DISCUSSAO

I - Estudo das Acoes Centrais do (-)- Mentol

O uso de produtos medicinais a base de plantas é pratica comum na terapéutica, desde os
tempos mais remotos. Nas dltimas décadas, sua utilizagdo apresentou um crescimento marcante,

como tratamento alternativo aos medicamentos da medicina tradicional (CARVALHO, 2006).

As plantas medicinais sdo utilizadas como fonte natural de farmacos e é através delas
que héd a possibilidade de obter-se uma molécula protétipo. Isso se deve a diversidade de

constituintes quimicos presentes nestas (KINGHORN, 2001).

Dentre as plantas amplamente utilizadas na medicina tradicional, encontra-se a Mentha
piperita, popularmente conhecida como “horteld” e entre os componentes presentes nesta, o (-) -

mentol estd em maior concentragdo (UMEZU; SAKATA; ITO, 2001).

E relatado que o mentol ¢ til no tratamento de desordens digestivas (MATOS, 2007;
VAN HELLEMONT et al., 1985) e no tratamento de distirbios do sistema nervoso, sugerindo-
se que ele poderia exercer ac¢do psicoativa. No entanto, s3o necessarios mais estudos para apoiar

esta hipdtese (UMEZU; SAKATA; ITO, 2001).

Com base nestas consideragdes, no presente trabalho, foi realizado um screening dos
efeitos do mentol no SNC, utilizando-se diversos modelos animais de comportamento, como
LCE, campo aberto, rota rod, nado for¢ado, suspensdo da cauda, tempo de sono induzido por
pentobarbital e convulsdo induzida por pentilenotetrazol. Estes testes sdo modelos cldssicos para
avaliar ansiedade, alteracdes psicomotoras, atividade miorelaxante, depressdao e agdo

anticonvulsivante.

Os transtornos de ansiedade sdo condicdes psiquidtricas prevalentes que determinam
importante prejuizo funcional, piora na qualidade de vida do individuo e um enorme custo
social. Embora diversas medica¢des eficazes para os transtornos de ansiedade encontrem-se
disponiveis, um nimero significativo de pacientes ndo responde adequadamente ao tratamento e
muitos permanecem com sintomas residuais clinicamente significativos (MENEZES et al.,

2007).



106

Alguns modelos animais de ansiedade evocam, pela simples exposi¢do do animal a um
novo ambiente ou estimulo, comportamentos de medo ou defensivos, andlogos a manifestacdes
ansiosas em individuos com transtornos de ansiedade. Portanto, para se avaliar, os efeitos do (-)-
mentol sobre a ansiedade, foi utilizado o teste do labirinto em cruz elevado (LCE), um teste
baseado na aversdo natural que os roedores t€m a alturas e a espagos abertos. Neste teste os
animais tendem a permanecer nos bracos fechados, evitando os abertos (WESOLOWSKA et al.,
2007). O LCE € considerado um dos testes para a realizacéo de ensaios pré-clinicos destinados a
descoberta de novos agentes ansioliticos, sobretudo do tipo benzodiazepinicos (PELLOW et al.,
1985; RODGERS et al., 1997).

No presente estudo, a administracdo de (-)-mentol 25 e 50 mg/Kg, ndo foi capaz de
produzir qualquer alteracdo significativa nos parametros avaliados, diferente do diazepam, um
benzodiazepinico classico usado em uma dose padrio ansiolitica (1 mg/kg), que alterou todos
os parametros analisados, validando desta maneira o teste. Desta forma, os resultados
apresentados no teste do LCE sugerem que o (-)-mentol, pelo menos nas doses utilizadas, é&,

provavelmente, desprovido de acdo ansiolitica.

O teste do nado forcado (TNF) e suspensdo da cauda (TSC) também foram realizados.
Esses modelos comportamentais animais sdo cldssicos para detectar potenciais drogas
antidepressivas. Sabe-se que a depressdo é considerada uma das desordens mentais mais
comuns no mundo, afetando aproximadamente 21% da populagdo mundial (TANAKA;
TELEGDY, 2008). Estimativas sugerem que esta doenga serd a segunda maior causa de
incapacidade em 2020 (MURRAY et al., 1997). Considerando isto, nos ultimos cinqiienta anos,
houve um progresso significativo no desenvolvimento de drogas para serem utilizadas na
depressdo e para isto muitos modelos comportamentais em animais tém sido propostos

(KULKARNI, 2007).

Estes testes comportamentais baseiam-se na associacdo clinica entre episodios de
depressdo e em eventos como o estresse. De fato, o estresse estd tipicamente relacionado a
depressdo, seja na etiologia das desordens depressivas ou como uma conseqiiéncia delas
(ANISMAN; ZACHARKO, 1982; BROWN, 1993; LLOYD, 1980; SHERRILL et al., 1997;
TURNER; LLOYD, 1999). TNF e TSC, portanto, sdo modelos comportamentais que induzem
estresse nos animais. Ambos sdo cldssicos para detectar potenciais drogas antidepressivas

(ROSA et al., 2003), sendo sensiveis para a maioria destes farmacos, incluindo, triciclicos,
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inibidores seletivos para recaptacido de serotonina, inibidores da monoamina oxidase e atipicos

(PORSOLT, 1977; STERU, 1985).

Quando camundongos sdo forcados a nadar no TNF ou s@o suspensos em um espaco
restrito no TSC, onde ndo hd possibilidade de escapar, eventualmente cessam a luta e rendem-se
a situagdo estressante. Este estado de imobilidade €, portanto, considerado como um desespero
comportamental, o qual pode ser traduzido como comportamento depressivo (PORSOLT et al.,
1977, 1978). Desta forma, diversos estudos sugerem que drogas que diminuem o tempo de
imobilidade no TNF e TSC podem sugerir possivel acdo antidepressiva (MELO, 2006 et al.;
SILVA, 2007; KULKARNI; DIRH, 2007).

No presente trabalho, mostrou-se que o (-)-mentol (25 e 50 mg/kg), de forma dose-
dependente, foi capaz de reduzir significativamente o tempo de imobilidade dos animais, de
forma semelhante a imipramina 10 mg/Kg, uma droga antidepressiva triciclica, utilizada como
controle positivo para a validagdo do teste. Esses resultados sugerem que o (-)-mentol parece

apresentar uma atividade antidepressiva.

Para corroborar ou néo os resultados obtidos no TNF, o teste da suspensdo da cauda foi
também realizado (KULKARNI; DHIR, 2007). De forma semelhante ao observado no TNF, o (-
) -mentol (25 mg/kg e 50 mg/kg) também reduziu o tempo de imobilidade dos camundongos no
TSC, semelhantemente a imipramina (30 mg/kg), corroborando o efeito antidepressivo

observado no TNF.

No entanto, os modelos do nado forcado e suspensdo da cauda sdo testes baseados na
resposta motora do animal e, portanto, drogas que aumentam a atividade motora podem fornecer
resultados falso-positivos nestes testes (BORSINI; MELI, 1998). De fato, ¢ mostrado na
literatura que drogas estimulantes como a cafeina ou anfetaminas, reduzem a duragdo da
imobilidade nos referidos testes (VIEIRA et al., 2008). Levando em conta estas consideracdes,
também se investigou os efeitos de (-)-mentol no teste do campo aberto (CA), um modelo
animal classico utilizado para avaliar efeitos das drogas e atividade autondmica dos animais

(NOVAS et al., 1988).

O comportamento dos roedores € determinado pelo conflito entre explorar &reas

desconhecidas e o instinto de evitar perigos potenciais. A ansiedade inibe o comportamento
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exploratério (atividade locomotora, rearing e manipulagdo de objetos) do animal (BARNETT,
1975). Um aumento ou diminui¢do deste comportamento pode ser, indiretamente, uma medida

do nivel de ansiedade (CRAWLEY, 1980; PELLOW, 1985).

Os parametros comportamentais mais usados no campo aberto para descrever influéncias
dos eventos da vida ou da administragdo de drogas sdo locomocdo, rearing e grooming
(MONTGOMERY, 1958; ARAKAWA; IKEDA, 1991; REX et al., 1996). Na realidade, o teste
do campo aberto (TCA), freqiientemente, serve tanto para estudar drogas que aumentam ou
diminuem a atividade motora. Os resultados do presente trabalho mostraram que o (-)-mentol,

nas doses de 25 e 50 mg/kg, foi capaz de promover a deambulagdo em camundongos.

Outros pardmetros analisados foram o rearing e o grooming. Observou-se também o
aumento de rearing, mas contrariamente ocorreu uma diminuicdo de grooming apoés

administracdo de (-)- mentol nas doses de 25 e 50 mg/kg.

A atividade de rearing em roedores é descrita como um comportamento estereotipado
complexo (DANDIYA et al., 1969). Alguns autores sugerem que este comportamento parece
estar relacionado com a hiperatividade dopaminérgica. Em alguns estudos o rearing tem sido
também focalizado como um aspecto de comportamento exploratorio (JOHANSSON;
AHLENIUS, 1989), enquanto outros sugerem que agentes ansioliticos diminuem o nimero de

rearing (HUGHES, 1972; STOUT, 1994).

No presente trabalho, o mentol aumentou o nimero de rearing nas doses de 25 e 50
mg/kg, enquanto que o diazepam (2 mg/kg) diminuiu este parametro. Os resultados observados
do aumento de rearing, induzido pelo mentol, pode estar relacionado a hiperatividade
dopaminérgica, visto que drogas que aumentam a atividade dopaminérgica induzem um maior

comportamento de rearing (SWANSON et al., 1997).

De acordo com MacFarland e Reeder (1974), quase todos os animais gastam uma
significante parte do tempo no comportamento de grooming. Embora vérios transmissores
possam modular a expressdo deste comportamento (MOODY et al., 1988; TRABER et al. apud
SERAFIM; FELICIO, 2001), a dopamina estd particularmente envolvida (COOLS; SPRUIIT;
ELLENBROEK apud SERAFIM; FELICIO, 2001; DRAGO et al., 2000).
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Neste estudo, o grooming foi reduzido pelo mentol no campo aberto. O diazepam, na
dose de 2 mg/kg também diminuiu o grooming. Na literatura, é referido que o aumento de
grooming € observado em roedores apreensivos (ARCHER, 1973), e em um grande ntimero de
estudos, pesquisadores observaram que drogas ansioliticas reduzem o grooming no campo
aberto (BARROS et al., 1994; DUNN et al., 1981; MOODY et al., 1993). Alguns autores
afirmam também que o rearing e o grooming (comportamentos estereotipados) estdo envolvidos
com os receptores dopaminérgicos do tipo D, (USHIJIMA et al., 1995) e assim, mas uma vez

neste parametro ndo podemos descartar a participagio do sistema dopaminérgico.

Desta forma, parece que o efeito anti-imobilidade do mentol nos testes do nado for¢ado e
suspensdo da cauda nas doses de 25 e 50 mg/kg estdo associados a atividade locomotora, uma
vez que o mentol aumentou a atividade locomotora espontanea no campo aberto. Portanto, para
avaliar os mecanismos envolvidos no efeito anti-imobilidade do mentol no TNF e aumento da
atividade locomotora no TCA investigou-se a participacdo de receptores dopaminérgicos em

ambos os testes.

Para isto, diferentes grupos foram pré-tratados com SCH23390 (antagonista dos
receptores dopaminérgicos do tipo DI1) ou com sulpirida (antagonista dos receptores
dopaminérgicos do tipo D2) e posteriormente tratados com mentol. Os resultados mostraram
que os efeitos de antiimobilidade no TNF e aumento da atividade locomotora no TCA do
mentol 50 mg/kg foram revertidos pela sulpirida, mas nio foram pelo SCH23390, sugerindo que
o mentol apresenta efeito antiimobilidade, e, este efeito parece estar envolvido com os
receptores dopaminérgicos do tipo D2, mas ndo D1. Esses resultados estdo de acordo com os
dados de outros pesquisadores que demonstraram que os efeitos de agonistas dopaminérgicos
indiretos no teste de desespero comportamental depende da estimulacio de receptores

dopaminérgicos do tipo D2, mas ndo do D1 (VAUGEQOIS et al., 1996).

Considerando que o efeito anti-imobilidade do mentol no TNF foi revertido pela
sulpirida, antagonista dopaminérgico D2, sugerindo envolvimento do sistema dopaminérgico,
resolveu-se investigar outra droga que agisse no sistema dopaminérgico, no caso, a bupropiona,
um conhecido inibidor de recaptagdo de dopamina. Os resultados mostraram que a bupropiona
30 mg/kg causou uma diminui¢do da imobilidade e que este efeito foi revertido por ambos
antagonistas, D1 (SCH23390) e D2 (sulpirida). Estd bem documentado que existe uma interacao

funcional sinérgica entre os receptores D1 e D2 em vdrios tipos de comportamento (MENON et al.,
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1988), mas no presente trabalho uma possivel explicacdo para o efeito antidepressivo do mentol

seria a sua capacidade de interagir com o receptor dopaminérgico do tipo D2.

Visto que a bupropiona 30 mg/kg, semelhante ao mentol, causou diminuicdo da
imobilidade no TNF, resolvemos também avaliar seus efeitos nesta dose sobre a atividade
locomotora. Os resultados mostraram que, semelhante ao mentol, a bupropiona aumentou esta
atividade. Outros trabalhos também mostram que a bupropiona na dose de 30 mg/kg também foi
capaz de aumentar a atividade locomotora de camundongos (YAMADA; SUGIMOTO;
YAMADA, 2004; MARTIN et al., 1990; ASCHER et al., 1995)

Considerando que o mentol e a bupropiona nas doses que causaram efeito antidepressivo
no TNF também aumentaram a atividade locomotora no TCA, decidiu-se avaliar os efeitos
destas drogas em doses menores (mentol 10 mg/kg e bupropiona 10 mg/kg) em ambos os testes.
Observou-se que mentol e bupropiona, na dose de 10 mg/kg, causaram reducio da imobilidade
no nado for¢cado e nenhuma alteracio na atividade locomotora no campo aberto, sugerindo que

o efeito antidepressivo do mentol e da bupropiona é independente da atividade locomotora.

De fato, trabalhos anteriores usando a bupropiona em doses menores (10 mg/kg)
mostraram que esta droga reduz o tempo de imobilidade no nado for¢ado e ndo altera a
atividade locomotora do campo aberto, corroborando sua atividade antidepressiva (YAMADA;
SUGIMOTO; YAMADA, 2004; MARTIN et al., 1990; ASCHER et al., 1995). Com relagdo ao
mentol, corroborando nossos dados com Umezu et al. (2001) demonstraram que em doses bem

maiores (80 — 800 mg/kg) foi capaz de promover a deambulagdo em camundongos.

Entdo, nossos resultados mostram que aos efeitos do mentol no TNF e TCA estdo
relacionados aos receptores D, Sabe-se que estes receptores podem estar localizados em ambos
os terminais pré e pos-sindptico (CALLEY; WEBER, 1995). Alguns trabalhos sugerem que os
receptores D, pods-sindpticos apresentam efeito sedativo (DRAGO er al, 2000) e, assim,
considerando que o mentol, em doses baixas ndo alterou e em doses mais altas aumentou a
atividade locomotora, pode-se especular que o seu efeito antiimobilidade no TNF possa
envolver receptores D, pré-sindpticos. Corroborando com nossos resultados que mostraram
efeito antidepressivo-simile do mentol, podemos citar a teoria dopaminérgica da depressio,

segundo a qual, drogas que preferencialmente bloqueiam os autoreceptores dopaminérgicos e
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aumentam a liberagdo de dopamina podem ser eficazes como antidepressivos. Neste mesmo
sentido, pesquisas também mostram que neurolépticos atipicos como a sulpirida em baixas

doses, podem ser efetivos em pacientes com depressao, inclusive distimia (GESSA, 1996).

De fato, parece que benzamidas, como a sulpirida, assim como outros neurolépticos,
podem atuar preferencialmente como antidepressivos antagonistas dopaminérgicos pré-
sindpticos, somente em baixas doses, promovendo o aumento do furnover de dopamina. A
evidéncia bioquimica para esta ag¢do pode ser vista pelo aumento dos niveis de DOPAC e HVA,
ambos metabdlitos da dopamina, apds a administracio de pequenas doses de sulpirida
(SCATTON et al., 1977, TISSARI et al., 1979). Outros estudos realizados (dados ndo
mostrados), também apresentaram um aumento significativo desses metabdlitos, apds

administracdo de (-)-mentol na dose de 50 mg/kg.

Apesar de especular-se no presente trabalho, que os efeitos do mentol no TNF e TCA
sejam devidos a sua agd@o antagonista D, os efeitos de agonistas e antagonistas dopaminérgicos
na depressdo sdo diversos. Curiosamente, alguns estudos demonstram que a imobilidade vista
no TNF pode ser revertida por antidepressivos agonistas de D,/ D3, tais como bromocripitina e
piribedil, agonistas dopaminérgicos utilizados na Doenga de Parkinson (BORSINI; MELI,
1990). Outros trabalhos mostram que em certas circunstancias, antagonistas dos receptores

dopaminérgicos também apresentam atividade antidepressiva (DRAGO et al., 2000).

Como o mentol (25 e 50 mg/kg) aumentou a atividade locomotora, ndo se pode descartar
uma acgdo estimulante. Entretanto, vale salientar que a literatura relata que drogas
psicoestimulantes, como cocaina e anfetaminas, induzem movimentos estereotipados
(WELLMAN et al., 2009) e estes movimentos ndo foram observados apds o tratamento agudo

com mentol em nenhum dos testes realizados.

Depois de investigar o envolvimento do sistema dopaminérgico nos efeitos do mentol no
TNF, resolveu-se avaliar a participacio do sistema noradrenérgico. E bem esclarecido que, além
do sistema dopaminérgico, o sistema noradrenérgico estd envolvido na fisiopatologia e
tratamento da depressdo (POSSER et al., 2009). A teoria original da depressdo foi baseada na
observacdo de que muitos antidepressivos eram inibidores de transporte de 5-HT e NA na
porcdo final pré-sindptica, aumentando a neurotransmissdo monoaminérgica (GLOWINSKI;

AXELROD, 1964; ROSS; RENYI, 1969).
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As bases biologicas dos transtornos depressivos tém sido explicadas por meio da
hipdtese monoaminérgica da depressdo. Essa teoria propde que a depressdo seja conseqiiéncia
de uma menor disponibilidade de aminas biogénicas cerebrais, em particular de serotonina,
noradrenalina e/ou dopamina. Tal proposi¢do é reforcada pelo conhecimento do mecanismo de
acdo dos antidepressivos, que se baseia, principalmente, no aumento da disponibilidade desses
neurotransmissores na fenda sindptica, seja pela inibi¢do (seletiva ou ndo) de suas recaptacdes,
seja pela inibicdto da enzima responsidvel por suas degradacdes (inibidores da

monoaminoxidase) (VISMARI et al., 2008).

O papel da noradrenalina na depressdo tem sido amplamente estudado. A depressdo tem
sido associada com a hipofuncionalidade do sistema noradrenérgico (CARDOSO et al., 2008).
Acredita-se ainda que os processos neuroquimicos envolvidos com a depressdo estejam
envolvidos com neurotransmissores noradrenérgicos e concomitante a isso com a diminui¢io da

concentragdo extracelular de noradrenalina e serotonina.

Diante disso, investigou-se o envolvimento do sistema noradrenérgico no efeito
antidepressivo do mentol no TNF. Em nosso estudo, prazosina, uma droga antagonista
adrenérgica alfa-1, foi capaz de reverter o efeito anti-imobilidade, indicando a possivel
participacdo dos receptores adrenérgicos alfa-1. A ioimbina, que € um antagonista alfa-2
adrenérgico, também foi utilizada, mas ni3o causou nenhuma alteragdo nos efeitos do mentol,

descartando o envolvimento destes receptores no efeito anti-imobilidade do mentol neste teste.

Portanto, de acordo com nossos resultados, o possivel efeito antidepressivo do (-)-mentol
foi significativamente revertido no tratamento de animais com prazosina (um antagonista al-
adrenoreceptor) e sulpirida (um antagonista D,-dopaminérgico) quando testado no TNF. Isto
sugere que o (-)-mentol pode produzir efeito antidepressivo-simile por interacdo com receptores
a;- adrenérgico e D, dopaminérgico, assim, aumentando os niveis de noradrenalina e dopamina,
respectivamente, no cérebro de camundongos. Observou-se ainda no TCA que mentol na dose
50 mg/kg provocou aumento na atividade locomotora e que sulpirida, antagonista seletivo dos
receptores Dj-simile, antagonizou completamente os efeitos do (-) - mentol no TCA. Isto

também sugere a participacio dos receptores dopaminérgicos D2 nas agdes do (-)-mentol.

Dando continuidade ao screnning dos efeitos do mentol, além do teste de avaliacdo da

atividade locomotora, foi utilizado também o teste do rota rod. Este teste é usado para medir o
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desempenho da coordenagio motora nos animais (SEDELIS ez al., 2001). E um modelo que
também serve para detectar déficits neuroldgicos em ratos e camundongos (DUNHAM; MIYA,
1957). O mentol, 25 e 50 mg/kg, ndo alterou o tempo de permanéncia no teste do rota rod,
diferentemente do diazepam que diminuiu este pardmetro, sugerindo um efeito relaxante
muscular. Esses resultados indicam que o mentol, provavelmente, ndo causa bloqueio

neuromuscular central (ADZU et al., 2002; PEREZ et al., 1998; AMOS et al., 2001).

Uma outra ferramenta ttil para analisar efeitos estimulantes ou inibitdrios das drogas que
atuam no SNC € o teste do tempo de sono induzido por pentobarbital em camundongos. Muitos
hipnéticos, ansioliticos e antiepilépticos podem aumentar o tempo de sono induzido por
pentobarbital (SILVA et al., 2007), enquanto drogas estimulantes, como cocaina e anfetaminas,
diminuem a durag¢do do sono (HASCOET; BOURIN, 1998; PAINE et al., 2002). Em nossos
experimentos, (-)-mentol, nas doses que aumentaram a atividade locomotora no TCA, foi capaz
de reduzir a duragdo do sono no teste de sono induzido por pentobarbital, sem alteracdo na
laténcia. Estes resultados podem ser sugestivos de provavel ag¢do estimulante o que corrobora os

efeitos na ALE observados nestas doses no campo aberto.

No entanto, € relevante destacar que este teste ndo € especifico, visto que compostos que
interferem na biotransformacdo do pentobarbital pelo complexo citocromo P450 podem mostrar
os mesmos efeitos de drogas depressoras do sistema nervoso central (GOLOUBKOVA et al.,
1998). Além disso, em um estudo realizado por Grigoleit (2004) utilizando ratos, foi observado
que a administracdo repetida de (-)-mentol 800 mg / kg durante 3 dias resultou em aumento da
quantidade do citocromo mitocondrial hepético P-450 e da atividade do NADPH-citocromo C
redutase em quase 80%. Entretanto, em nosso protocolo, usamos doses bem mais baixas e o
tratamento foi agudo, mas ndo podemos descartar a possivel interferéncia do mentol na
biotransformagdo do pentobarbital. Desta forma, investigagcdes posteriores podem ser realizadas

para esclarecer o efeito do (-)-mentol neste ensaio.

Recentemente varios monoterpenos estruturalmente relacionados presentes em muitos
Oleos essenciais, entre eles, (-) - neomenthol, um isdmero do (-)-mentol, e isopulegol, um
intermedidrio na preparacdo de (-)-mentol, foram avaliados em camundongos quanto ao seu
potencial sedativo (DE SOUSA et al., 2007). Os autores observaram diferentes efeitos no tempo
de sono induzido por pentobarbital entre as substincias testadas. Em estudo realizado neste

laboratorio, Silva et al. (2007) também demonstraram que o isopulegol, cuja estrutura quimica
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difere do mentol apenas por uma dupla ligacdo na cadeia alifatica, foi capaz de aumentar o
tempo de sono induzido por pentobarbital em camundongos nas doses de 25 e 50 mg/kg,
enquanto no presente estudo, o (-)-mentol induziu efeito oposto. Os autores dos estudos citados
sugerem, portanto, que tais diferencas nas acdes dos monoterpenos estudados estdo,

possivelmente, relacionadas as estruturas quimicas desses compostos.

Hall et al. (2004) observaram que o isomero (+)-mentol é um potente modulador de
receptores de GABA,, de forma semelhante a varios monoterpenos, tais como o isomentol
(WATT et al., 2008) e borneol (GRANGER et al., 2005). Os receptores GABA, sdo os
principais receptores ionotrépicos responsdveis pela neurotransmissdo inibitdria em seres
humanos (ALMEIDA et al., 2008) e, conseqiientemente, consiste em um alvo para as pesquisas
sobre a fisiopatogenia e terapéutica da epilepsia (GROVES et al., 2006). Drogas como os
benzodiazepinicos e alguns barbitdricos parecem atuar potencializando a inibicdo sindptica
mediada por GABA, reduzindo a excitabilidade neuronal e aumentando o limiar convulsivante
(VELLUCCI; WEBSTER, 1984; CRAWLEY et al.,1986; WIELAND et al., 1995; BRITTON
et al., 1991).

Nesse contexto, é largamente reconhecido que o PTZ leva a convulsdes tonico-clonicas
por suprimir os efeitos inibitorios da transmissio GABAérgica (FRADLEY et al., 2007) e,
portanto, tem sido largamente utilizado para induzir convulsdes experimentalmente e investigar
o potencial anticonvulsivante de substincias. Assim, considerando que o isdmero (+)-mentol foi
descrito como modulador GABAérgico e que muitas substidncias que atuam modulando este
sistema apresenta atividade anticonvulsivante, no presente estudo a possivel atividade
anticonvulsivante do (-)-mentol através do modelo animal cldssico das convulsdes induzidas

pelo PTZ foi também investigada.

O diazepam, utilizado como padréo positivo nos experimentos, aumentou a laténcia
da convulsdo e ocorreu 100% de sobrevivéncia dos animais. O mentol na dose de 50 mg/kg
aumentou a laténcia da convulsdo e a laténcia de morte. Esses resultados poderiam indicar que o
mentol apresenta um possivel efeito anticonvulsivante. Este efeito poderia estar relacionado
com o sistema gabaérgico, visto que outros estudos demonstraram a interagdo de seu isdOmero

(+)-mentol com o receptor GABA s/Benzodiazepinico (HALL, 2004; WATT, 2008).
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Sabe-se que a dopamina estimula a liberacdo de GABA no sistema gabaérgico no cértex
pré-frontal. Ainda ndo estd bem claro como os subtipos de receptores dopaminérgicos ativam
essa liberagdo de GABA. Mas, ja se sabe que os receptores D, podem promover essa liberacdo
(WILSON et al., 1997). Segundo Nakazato et al. (1998), a administracdo aguda de antagonista
D, inibe a liberagdo de acetilcolina e de serotonina, promovendo aumento da liberacdo de
GABA. Este dado torna-se interessante por que estudos anteriores relatam que o mentol
apresentou efeito sobre o sistema dopaminérgico e gabaérgico (HALL et al., 2004). Neste
trabalho, observou-se que os receptores dopaminérgicos D, estdo envolvidos nos efeitos do

mentol.

Segundo trabalhos realizados por este grupo, a pimozida 20 mg/Kg, um antagonista D,,
diminuiu a laténcia para primeira convulsio induzida por cocaina. Estudos prévios tém
mostrado que agonistas dopaminérgicos D,, como a bromocripitina, inibe as convulsdes
induzidas por cocaina e este efeito foi revertido por antagonistas D,, como o haloperidol
(MACEDO et al., 2004). Portanto, faz-se necessdrio maior aprofundamento da participagio do

(-)-mentol, ja que ha envolvimento direto dele com receptores D2.
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II - Estudo da Acao Gastroprotetora do (-)-Mentol

Além do uso popular para fadiga mental, o cha de horteld é comumente utilizado nos
diStirbios gastrintestinais desde tempos remotos (WATT et al., 2008). Desta forma, no presente
estudo, além de avaliar a atividade no SNC, investigou-se também, se o (-)-mentol seria capaz
de promover, em camundongos, gastroprote¢do compardveis aos apresentados pela horteld na

medicina popular brasileira.

Virios sdo os mecanismos relacionados com a produgdo de tlcera géstrica, e desta forma
ndo é possivel sugerir um Unico mecanismo para explicd-la. Neste contexto, a fim de investigar
o efeito gastroprotetor do (-)-mentol, diferentes ferramentas farmacoldgicas foram utilizadas

neste trabalho.

Com base nisto, para avaliar a capacidade do mentol em proteger a mucosa géstrica
foram utilizados os modelos de lesdo aguda induzidos por etanol e indometacina. Etanol é
conhecido por ser capaz de reduzir o fluxo de massa da mucosa géastrica, assim como também,
na reducdo da producdo de muco e na diminui¢do dos niveis de glutationa e prostaglandinas
(GUPTA et al., 2005). E ainda capaz de produzir lesdes necréticas na mucosa géstrica, gerando
a reducdo de secrecio de bicarbonato, além de modificar sua composi¢do de glicoproteinas

(MARHUENDA et al., 1993).

A indugdo da lesdo gastrica pelo etanol ocorre devido a reducdo do fluxo sangiiineo na
mucosa gastrica, seguida de estase sangiiinea, que contribui para o desenvolvimento de
hemorragias e necrose de tecidos (GUTH, 1984). A presenca de &cido cloridrico somente

acelera e agrava este processo (MIZUI; DOTEUCHI, 1983).

No modelo utilizando o etanol como indutor de dtlcera, mostrou-se que, quando
comparado aos controles, a administracdo oral de (-)-mentol, em doses maiores que aquelas
utilizadas para o screening do SNC, (100 e 200 mg/kg, v.o.) foi capaz de reduzir
significativamente a percentagem de drea gastrica ulcerada induzida por etanol, similarmente a
ciproeptadina, usada como controle positivo neste teste. Estas doses sdo consideradas seguras ja
que o mentol apresenta baixa toxicidade. Em estudos anteriores, o mentol apresentou toxicidade

oral aguda de 3.180 mg/kg em ratas (FISPQ, 2007).
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Outro fator que leva ao desequilibrio dos fatores protetores da mucosa gastrica sdo os
AINES. Sua agdo anti-inflamatéria através da inibicdo da enzima COX (cicloxigenase) e,
conseqiiente, reducdo da producdo de PG, € responsavel pelas lesdes gastricas, haja visto que as
prostaglandinas s@o essenciais para a manutengdo da integridade da mucosa gastrica envolvendo
mais de um mecanismo de acdio (ODABASOGLU et al., 2006). Os AINES provocam lesdes na
mucosa gastrica por mais de uma via, como por exemplo, ao inibirem COX-1 reduzem o fluxo
sanguineo, ao inibirem COX-2 aumentam a aderéncia de leucécitos no endotélio vascular e por
uma acdo topica direta causam irritacdo da mucosa (WALLACE, 2006). As prostaglandinas
também participam da regulacdo da secrecdo de bicarbonato e do reparo de células da mucosa
(HAYLLAR; BJARNASON, 1995). O envolvimento das prostaglandinas na protecdo da
mucosa gastrica exercida pelo mentol foi verificado através do modelo de lesdo induzida por

indometacina.

No presente estudo, os animais pré-tratados com (-)-mentol apresentaram reducio
significativa da lesdo tecidual causado pela administracdo de indometacina. Estes resultados
sugerem o possivel envolvimento de prostaglandinas e / ou muco no efeito antiulcera de (-)-
mentol. Como esperado, a ranitidina, um reconhecido antagonista de receptores H, (ADEYEMI
et al., 2005), utilizado como controle positivo neste teste, produziu a diminui¢do das lesdes

gdstricas por acdo anti-secretdria.

Eguchi et al. (2007), demonstraram que as prostaglandinas enddgenas agem como
ativadores de canais de potdssio e este mecanismo, pelo menos em parte, ¢é responsdvel por

gastroprotecao.

A capacidade da glibenclamida, droga antidiabética da classe das sulfoniluréias que
fecham os canais de potéssio dependente de ATP (K*s1p), € do diazéxido um vasodilatador que
abre os canais K'atp, de alterar os efeitos gastroprotetores de algumas drogas tem sido aceita
como evidéncia para sugerir o envolvimento desses canais na fisiologia das funcgdes gastricas
(SAKALI et al., 1999). Dessa forma, se decidiu investigar o envolvimento dos canais de potassio
através do tratamento prévio com glibenclamida, um potente antagonista que permite o
fechamento destes canais (AKAR et al, 1999) para avaliar sua influéncia sobre a acdo

gastroprotetora do (-)-mentol.
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Verificou-se que o mentol (200 mg/kg) reduziu a lesdo géstrica induzida por etanol e
este efeito gastroprotetor foi revertido pela glibenclamida (5 mg/kg, i.p.), sugerindo, assim, que

o efeito do (-)-mentol pode estd relacionado a abertura dos canais de potassio.

E também conhecido que o 6xido nitrico (NO) desempenha um papel importante na
defesa do hospedeiro e resposta inflamatéria. Na mucosa gastrica, desempenha um mecanismo
de protecdo contra as lesdes induzidas por pressdo, etanol, estresse e endotoxinas (PAN et al.,
2005). NO, principal fator relaxante derivado do endotélio (EDRF), realiza o relaxamento de
células musculares lisas por estimulagdo da guanilato ciclase. O acimulo de GMP ciclico
promove alteracdes em alguns processos bioldgicos, incluindo a ativacio dos canais de potdssio

através da proteina quinase dependente de GMPc (BOLOTINA ez al., 1994).

Foi demonstrado que L-NAME, um inibidor especifico da NO sintase, induz de forma
dose-dependente lesdes agudas da mucosa e este efeito foi inibido pela administracio
concomitante de L-arginina, precursor de NO (SAMINI et al., 2002). No presente estudo, o pré-
tratamento com L-NAME, ndo foi capaz de reverter a gastroprotecdo promovida pelo (-)-

mentol, sugerindo que seu efeito provavelmente ndo é mediado pelo precursor de NO.

Sabe-se também que espécies reativas derivadas de oxigénio (ERO) desempenham um
papel importante na patogénese da lesdo de varios tecidos, incluindo o sistema digestivo. De
fato, o envolvimento de espécies reativas, como o anion superéxido, peréxido de hidrogénio e
radical hidroxila t€ém sido bem estabelecido na patogénese da lesdo isquémica da mucosa
gastrointestinal nos modelos induzidas por lesdes causadas por antiinflamatdrios ndo-esteréides,
por etanol, restricdo alimentar, estresse e H. pylori (DEMIR et al., 2003). O GSH age como
antioxidante e € importante para a manuten¢do da integridade da mucosa do estdmago
(PONGPIRIYADACHA et al., 2003), servindo como um doador de elétrons para determinadas

enzimas antioxidantes, como, por exemplo, glutationa peroxidase (DENGIZ et al., 2007).

Portanto, avaliou-se o envolvimento do efeito gastroprotetor do (-)-mentol sobre o
conteido de GSH. Os resultados deste trabalho mostraram que a concentragdo de GSH na
mucosa gastrica foi diminuida apds a administragdo de etanol e o (-)-mentol foi capaz de inibir
esta alteracdo. N-acetil cisteina (NAC), um reconhecido aminodcido essencial na formacgao de

GSH, como esperado, preveniu a reducio na concentracdo de GSH induzida pelo etanol. Estes
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resultados sugerem que a acdo gastroprotera induzida pelo (-)-mentol pode estar, pelo menos em

parte, relacionada a propriedades antioxidantes dependentes de GSH.

O mentol mostrou-se bastante promissor nos modelos animais de depressao.
Apresentou efeitos antidepressivos e, estes parecem estar envolvidos com o sistema
dopaminérgico, com a participagdo do receptor dopaminérgico do tipo D, e dos receptores
noradrenérgicos do tipo al. Os efeitos antidepressivos foram visto em doses menores. Enquanto
que em doses maiores apresentou um efeito psicoestimulante. O (-)-mentol parece ser
desprovido de efeito ansiolitico, considerando que esta droga ndo causou alteracdo no teste
labirinto em cruz elevada e também nenhum efeito no rota rod, descartando qualquer acdo
relaxante muscular. Apresentou ainda efeito anticonvulsivante. Em conjunto, estes resultados
obtidos no testes nado forcado, suspensdo da cauda campo aberto e tempo de sono induzido por

pentobarbital forneceram um apoio adicional para a utilizagdo do mentol na fadiga mental.

Conclui-se ainda que o efeito gastroprotetor do (-)-mentol € possivelmente mediado, em
parte, por prostaglandinas endogenas, por abertura dos canais de potassio dependente de ATP e
pelas suas propriedades antioxidantes. Os achados corroboram com o uso tradicional do mentol

e justificam seu uso como ferramenta ttil na gastroprotecao natural.
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7 CONSIDERA COES FINAIS

O estudo dos efeitos centrais do (-)-mentol, em varios modelos comportamentais,

permitiu as seguintes consideracoes:

v" Nos testes do labirinto em cruz elevado, (-)-mentol, em nenhuma das doses estudadas,

causou alteragdo em nenhum dos parametros estudados.

v No teste nado for¢ado e suspensio da cauda, o (-)-mentol apresentou efeito

antidepressivo em todas as doses analisadas.

v" No teste do campo aberto, a atividade locomotora foi aumentada nas doses 25 e 50
mg/kg. Enquanto que nas doses de 10 mg/kg ndo houve alteracdo deste parametro. (-)-
mentol aumentou o nimero de rearing, nas doses 25 e 50 mg/kg, sugerindo um possivel
efeito estimulante, sendo desprovida de efeito sedativo, pois ndo alterou a atividade

locomotora espontinea dos animais. Houve diminuicdo do grooming em ambas as doses.

v" Nos testes do labirinto em cruz elevado, (-)-mentol ndo causou altera¢io em nenhum

parametro.

v No teste do rota rod, a coordenagdo motora dos animais ndo foi alterada, mostrando que
os efeitos desta substancia ndo estdo relacionados com o bloqueio neuromuscular

periférico, mas sim, ocasionados centralmente.

v No teste do tempo de sono induzido por pentobarbital, (-)- mentol, em ambas as doses,
ndo causou alteracdo no pardmetro laténcia de sono, mas na duragdo de sono, houve

redugdo em ambas as doses.

v No teste da convulsio induzida por pentilenotetrazol, (-)-mentol, na dose de 50 mg/kg,
alterou a laténcia de convulsio e de morte, sugerindo assim um possivel efeito
anticonvulsivante, que pode estar relacionado com o sistema gabaérgico devido a sua
interacdo com o receptor GABAa/Benzodiazepinico, como visualizado em estudos

anteriores.
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v" O mecanismo de agdo anti-imobilidade do mentol, analisado no teste do nado forgado,
parece estar envolvido com os sistemas dopaminérgico e noradrenérgico, sugerindo uma
possivel ativacdo dos receptores dopaminérgicos do tipo D,, assim como também visto
no teste campo aberto, e noradrenérgico, especificamente com ativagdo dos receptores

adrenérgicos do tipo ;.

v’ Este trabalho permitiu concluir que mentol apresenta efeito antidepressivo, em doses
menores, 10 mg/kg, e efeitos psicoestimulantes na dose de 25 e 50 mg/kg, sendo seu

efeito antiimobilidade relacionado com receptores dopaminérgicos e noradrenérgicos.

v No que se refere ao efeito gastroprotetor, (-)-mentol parece possuir uma agio

gastroprotetora nos modelos induzidos por etanol e indometacina.

v A agio gastroprotetora do (-)-mentol se deve possivelmente pela participacdo dos canais
de potéssio dependentes de ATP. e a acdo antioxidante, por proporcionar o aumento de

GSH.
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