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RESUMO

Avaliaciao dos efeitos centrais e gastroprotetores do isopulegol em camundongos. Maria
Izabel Gomes Silva. Orientadora: Profa. Dra. Francisca Cléa Florenco de Sousa. Tese de
Doutorado. Curso de Pés-graduacido em Farmacologia. Departamento de Fisiologia e
Farmacologia, UFC, 2009.

O isopulegol é um monoterpeno dlcool presente no 6leo essencial de diversas plantas
aromadticas, e tem sido utilizado na manufatura de perfumes com composi¢des florais. No
presente estudo, inicialmente, foi realizado um screenig farmacoldgico de acdo central para a
investigacdo de possiveis alteracdes comportamentais induzidas pelo isopulegol.
Camundongos Swiss machos foram tratados com isopulegol (25 e 50 mg/kg) ou veiculo
(salina a 0,9% em Tween 0,3%) 30 (i.p.) ou 60 min (v.0.) antes dos experimentos. Flumazenil
foi utilizado 15 min antes dos tratamentos com o intuito de investigar a participacdo dos
receptores GABAA/BZD nas agdes do isopulegol. A concentracdo de monoaminas e seus
metabolitos foi também verificada em corpo estriado apds a administracdo aguda de
isopulegol. Os resultados dos testes do LCE e hole board sugerem que o isopulegol apresenta
provavel efeito ansiolitico, o qual estd relacionado, pelo menos em parte, a modulagdo
positiva dos receptores GABAA/BZP. Esse efeito nao foi acompanhado de acdo sedativa em
baixas doses, o que foi evidenciado pela auséncia de diminuicdo de ALE no teste do campo
aberto. Os parametros observados no teste do nado forcado, suspensao da cauda e tempo de
sono induzido por pentobarbital sugerem que o isopulegol apresenta possivel efeito depressor
do SNC. Os efeitos centrais observados foram corroborados por uma reducao na concentragao
de DA e NA, mas ndo de 5-HT. Com o objetivo de investigar o potencial anticonvulsivante do
isopulegol, camundongos foram pré-tratados com isopulegol (25, 50, 100 e 200 mg/kg, i.p. ou
v.0.) ou veiculo antes de serem expostos ao modelo de convulsdo induzida por PTZ (99
mg/kg, s.c.). A participacdo dos receptores GABAA/BZD (utilizando a administracdo prévia
de flumazenil), bem como se uma possivel atividade antioxidante estaria envolvida nas agdes
anticonvulsivantes do isopulegol, foram também investigadas. O isopulegol (100 e 200
mg/kg) apresentou significante atividade anticonvulsivante e bioprotetora contra convulsdes
induzidas pelo PTZ. Nessas doses, a administracdo de isopulegol induziu acentuado efeito
sedativo (diminuicdo da ALE em campo aberto). A acdo anticonvulsivante observada foi,
possivelmente, relacionada a modulacdo dos receptores GABAA/BZP, uma vez que o pré-
tratamento com flumazenil reverteu o prolongamento da laténcia para as convulsdes induzidas
pelo isopulegol. Propriedades antioxidantes também foram relacionadas ao efeito
anticonvulsivante, desde que o isopulegol preveniu a peroxidacdo lipidica, preservou a
atividade da catalase e reverteu a reducdo do conteido de GSH induzida pelo PTZ. Com o
objetivo de investigar o potencial gastroprotetor do isopulegol em modelo de ulcera géstrica
induzida por etanol e indometacina, os animais receberam isopulegol (25, 50, 100 e 200
mg/kg, v.o.) antes do etanol (0,2 mL, v.0.) ou indometacina (20 mg/kg, v.0.). Uma anélise
histopatoldgica de amostras dos estomagos foi realizada, bem como possiveis mecanismos de
acdo foram também investigados. O isopulegol (100 e 200 mg/kg) apresentou significante
efeito gastroprotetor em ambos os modelos de tulcera induzida por etanol e indometacina, agao
esta corroborada pelo estudo histopatologico. Observou-se que o pré-tratamento dos animais
com indometacina e glibenclamida reverteu a gastroprotecdo induzida pelo isopulegol. O
conteido de GSH também foi preservado pela administracdo prévia do isopulegol. Esses
resultados sugerem que o efeito gastroprotetor do isopulegol parece ser mediado, pelo menos
em parte, pelas prostaglandinas enddgenas, pela abertura dos canais de Karp € por
propriedades antioxidantes referentes ao aumento do conteido de GSH.

Palavras-chave: Isopulegol. Ansiedade. Depressdao Central. Convulsdo. Gastroprotecao.



ABSTRACT

Evaluation of the central nervous system and gastroprotective effects of isopulegol in
mice. Maria Izabel Gomes Silva. Supervisor: Profa. Dra. Francisca Cléa Florenco de
Sousa. Doctor degree thesis. Post-graduation course in Pharmacology. Department of
Physiology and Pharmacology, UFC, 2009.

Isopulegol is a monoterpene alcohol present in the essential oils of various plants, and
has been used in the manufacture of fragrances with blossom compositions. In order to
investigate its effects on animal models of CNS actions, isopulegol was administered to male
Swiss mice at single doses of 25 and 50 mg/kg 30 (i.p.) or 60 min (p.o.) before the
experiments. Control animals received vehicle (saline 0.9% in 0.3% Tween). For investigating
the involvement of GABAA/BZP system, flumazenil was utilized 15 min before the
treatments. Monoamines and their metabolites concentration were also investigated in
striatum of mice after acute administration of isopulegol. The results in EMP and hole board
tests suggest possible anxiolytic-like effects from isopulegol, which were reversed by
flumazenil pretreatment, indicating probable positive modulation of benzodiazepine-sensitive
GABA\ receptors. The anxiolytic-like effects were not accompanied by sedation, as reduced
locomotion was not observed in open field test. Parameters observed in the forced swimming,
tail suspension and pentobarbital sleeping time tests support the idea that isopulegol possibly
presents depressant activity on the CNS. The observed central effects were corroborated by
DA and NE decreased levels (without changes in 5-HT levels). In order to verify whether
isopulegol would be able to exert any protector effect in PTZ-induced convulsions, mice
received isopulegol (25, 50, 100 and 200 mg/kg, i.p. or p.o.) or vehicle before PTZ (99 mg/kg,
s.c.). The involvement of GABAA/BZP receptors was also investigated by flumazenil
pretreatment. Also, it was evaluated whether antioxidant properties from isopulegol would be
related to its possible anticonvulsant effect. Results showed that isopulegol (100 and 200
mg/kg) presented anticonvulsant and bioprotective effects against PTZ-induced convulsions.
At 100 and 200 mg/kg doses, isopulegol induced marked sedative effect (decreased
locomotion in open field test). Flumazenil pretreatment decreased the prolongation of
convulsion latency induced by isopulegol, suggesting a possible involvement of direct
activation of benzodiazepine site of GABA4. Isopulegol also significantly prevented PTZ-
induced increase in lipid peroxidation, preserved catalase activity in normal levels, and
prevented the PTZ-induced loss of GSH in hippocampus of mice. In order to investigate
whether isopulegol would be able to promote gastroprotective effects in ethanol- and
indomethacin-induced gastric ulcer models, mice received isopulegol (25, 50, 100 and 200
mg/kg, p.o.) before ethanol (0.2 mL, p.o.) or indomethacin (20 mg/kg, p.o.). A
histopathological assessment of stomachs was conducted, as well as possible mechanisms
involved in gastroprotective action were also investigated. Isopulegol presented significant
gastroprotective effect in both ethanol- and indomethacin-induced ulcer models. This effect
was corroborated by the histopathological assay, which showed that pretreatment with
isopulegol was able to inhibit the ethanol-induced microscopically alterations. The
pretreatment with indomethacin and glibenclamide was able to reverse the gastroprotection
induced by isopulegol. The PTZ-induced loss of GSH in stomachs and liver was also
preserved by pretreatment with isopulegol. These results suggest that the gastroprotective
effects induced by isopulegol appear to be mediated, at least in part, by endogenous
prostaglandins, K+atp channel opening and antioxidant proprieties related to GSH increased.

Key-words: Isopulegol. Anxiety. Central Depressant. Convulsion. Gastroprotection
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Oxido nitrico sintase induzivel

Oxido nitrico sintase neuronal
Prostaglandina

Pentobarbital sédico

Guanina nucleotideo

Pentilenotetrazol

Sistema Nervoso Central

Superdxido dismutase

Acido tiobarbitirico

Substancias reativas ao dcido tiobarbiturico
Teste do Nado forcado

Trato gastro intestinal

Tempo de permanéncia nos bragos abertos
Tempo de permanéncia nos bragos fechados

Via oral
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1 INTRODUCAO

1.1 Plantas Medicinais

A utilizacdo de plantas medicinais como fonte de produtos terap€uticos acompanha a
historia da humanidade, nas mais diferentes sociedades. Registros antigos da medicina
romana, egipcia, persa e hebraica mostram que as ervas eram utilizadas de forma extensiva
para curar praticamente todas as doengas conhecidas pelo homem (SOARES, 2002;
FRANCO; FONTANA, 2003). A medicina enquanto ciéncia sé surgiu muitos anos depois e
teve suas portas abertas no século XVIII. No entanto, embora a arte da cura tenha sido
refinada a partir de entdo, as plantas continuaram a ocupar uma posi¢ao de destaque, onde a
grande maioria dos medicamentos oficiais ainda era de origem vegetal (CORREA et al.,

2003).

Foi a partir do século XIX, com a evolucdo da quimica, que a forma de utilizacdo das
plantas, do seu uso direto e de seus preparados, se modificou no Ocidente. Passou-se a utilizar
as moléculas ativas contidas nas espécies vegetais, chegando-se a reproduzir artificialmente
na nascente industria farmac€utica a substancia ativa isolada, atingindo uma produg¢do em
escala industrial. Desde entdo, inumeros sao os exemplos de fairmacos desenvolvidos, direta
ou indiretamente a partir de plantas, incluindo o 4cido acetilsalicilico (AAS), atropina,
digitdlicos, efedrina, mentol, alguns opidceos, pilocarpina, quinina, reserpina, teofilina,
vimblastina, vincristina, dentre outros (EVANS, 1996; CORREA et al., 2003). Nesse
contexto, trinta por cento das novas substancias quimicas descobertas entre 1981 e 2005
foram obtidas de produtos naturais. Outros vinte por cento dessas novas moléculas sdao
produtos sintetizados mimetizando estruturas encontradas na natureza (NEWMAN et al.,

2003; BALUNAS; KINGHORN, 2005).

Assim, a terapéutica moderna, composta por um grande nimero de medicamentos com
acoOes especificas sobre receptores, enzimas e canais iOnicos, ndo teria atingido o grau de
desenvolvimento atual sem o auxilio dos produtos naturais, notadamente aqueles derivados
das plantas superiores (CALIXTO, 2001). Devido a estes fatores, nos ultimos anos, as plantas

medicinais tornaram-se o grande alvo das industrias farmacéuticas e institutos de pesquisa,
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sobretudo, na busca de novas substancias isoladas em substituicio aos extratos vegetais.
Nesse contexto, sendo o Brasil detentor da maior diversidade vegetal do mundo, o nosso pais
representa uma rica fonte de plantas medicinais, com potencial inesgotdvel para a descoberta
e desenvolvimento de novos compostos terapéuticos (BRASIL, 2002; LORENZI; MATOS,
20006).

Por outro lado, até os dias atuais, no Brasil, especialmente na Regido Nordeste, o uso
de plantas medicinais e preparagdes caseiras continua assumindo importancia fundamental no
tratamento das patologias que afetam as populagdes de baixa renda, tendo em vista a
deficiéncia da assisténcia médica, a influéncia da transmissdo oral dos habitos culturais e a
disponibilidade da flora (MATOS, 1989). Assim, as plantas medicinais devem ser
consideradas ndo apenas como matéria-prima para a descoberta de novas moléculas, mas
também como um recurso natural potencialmente ativo na forma de fitoterdpico padronizado,
seguro e eficaz (DI STASI, 1996). No entanto, apesar da rica flora brasileira representar mais
de 20% das espécies de plantas medicinais conhecidas no mundo, cerca de 70% dos recursos
fitofarmacéuticos ndo foram suficientemente estudados, a fim de se obter a confirmacdo
necessdria sobre eficdcia, seguranca e qualidade, padrdes estes mensurados em bases

cientificas, com o intuito de garantir a seguranca do usudrio (PETROVICK, 1999).

Com o objetivo de assegurar o acesso, o uso correto de plantas medicinais e
fitoterdpicos pela populagdo, bem como a utilizagdo sustentavel da biodiversidade brasileira e
o desenvolvimento da inddstria nacional, foi aprovado no dia 22 de Junho de 2006 a Politica
Nacional de Plantas Medicinais pelo governo federal (BRASIL, 2006). Essa Politica também
visa consolidar as iniciativas de releviancia no pais e as recomendagcdes nacionais e
internacionais sobre o tema. A idéia é que se construa no Brasil uma rede de esforcos para o
desenvolvimento de medidas voltadas a melhoria da ateng@o a saude, ao fortalecimento da
agricultura familiar, 2 geracdo de emprego e renda, a inclusido social e ao desenvolvimento

industrial e tecnoldgico de novos farmacos oriundos de plantas medicinais.
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1.2 Oleos Essenciais

A terapia com plantas aromadticas tem suas raizes nas mais antigas prdticas curativas
da humanidade. Dentre os agentes terapéuticos provenientes dessas plantas, destacam-se os
Oleos essenciais. Esses Oleos, também conhecidos como esséncias ou Oleos volateis sdo
misturas complexas de substancias orginicas oleosas e volateis, responsdveis pelo aroma
caracteristico das plantas aromadticas, bem como por diversas funcdes necessdrias a
sobrevivéncia vegetal (LEAL-CARDOSO; FONTELES, 1999; SAIKA et al., 2000). Muitos
deles, inclusive, possuem propriedades ativas em sistemas bioldgicos. Pela utilizacdo
crescente nas industrias de alimentos, cosméticos e farmacéutica, o cultivo de espécies
aromdticas e a obtencdo de 6leos essenciais constituem importantes atividades de interesse
cientifico e econdmico (MAGALHAES, 2002; TRASARTI et al., 2004; OLIVEIRA et al.,
2006).

A importancia econdmica dos 6leos essenciais provém de uma larga utilizacdo na
inddstria, para os mais diversos fins, tais como aromatizantes, repelentes de insetos, em
perfumaria, na composicao de desinfetantes e cosméticos, na preparacdo de alimentos e
licores (CRAVEIRO et al. 1977; ITOKAWA et al., 1981; VYVYAN, 2002). Além do seu
vasto uso industrial, esses 6leos tém sido aproveitados com fins terapéuticos em aromaterapia,
para aplicacdo tdépica através de massagens, banho de compressas, incensos ou mesmo
administrado para uso interno (JUCA, 2007). J4 na medicina popular, sdo utilizados na forma
de chas e infusatos, como sedativos, estomdquicos, antiespasmodicos, antidiarréicos,
antiparasitdrios, antimicrobianos, analgésicos, diuréticos e hipotensores, antimaldricos, anti-
hemorroiddrios, antisifiliticos, no tratamento de rinite alérgica, além de outras indicacdes

(ITOKAWA et al., 1981; MENDONCA et al., 1991; MAGALHAES, 2002).

Os oleos essenciais podem ser obtidos de flores, folhas, frutos, sementes, gramas,
raizes, rizomas e caules das plantas (SANTOS, 1997; TISSERAND; BALACS, 1999). Os
componentes presentes nesses 6leos consistem em substancias classificadas em diferentes
grupos quimicos como hidrocarbonetos, alcoodis, aldeidos, cetonas, fendis, dentre outros
(JUCA, 2007). Na mistura, tais compostos apresentam-se em diferentes concentragdes, no
entanto, normalmente, um deles € o composto majoritario, existindo outros em menores teores

e alguns em baixissimas quantidades (tragos), por exemplo, o 1,8-cineol (ou eucaliptol) € o
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principal composto do 6leo de eucalipto, com teor em torno de 80%. Entretanto, esta
substancia estd presente no 6leo de bergamota numa concentragao 40.000 vezes menor do que

no 6leo de eucalipto, ou seja, em torno de 0,02% (SIMOES et al., 1999).

Devido a sua complexa composi¢do, os Oleos essenciais demonstram uma variedade
de a¢des farmacoldgicas cientificamente evidenciadas, tais como atividade anticonvulsivante
(DE SOUSA et al., 2007a), ansiolitica (DE ALMEIDA et al., 2004) anti-inflamatdria
(SANTOS; RAO, 2000), analgésica (AMARAL et al., 2007), antimicrobiana (KUNICKA-
STYCZYNSKA et al., 2009); antioxidante (ADIGUZEL et al., 2009); anticancer (EDRIS,
2009), dentre muitas outras, tornando-os potenciais fontes para o desenvolvimento de novas

drogas.

1.3 Terpenos e Terpendéides

Os terpenos representam uma das maiores e mais diversas classes de substancias
quimicas de origem natural, com aproximadamente 55.000 membros isolados até hoje
(MAIMONE; BARAN, 2007). Sao frequentemente encontrados em 6leos essenciais, sendo
responsaveis pelo aroma das plantas. A palavra terpeno tem origem no termo inglés terpene
que por sua vez reflete o fato de os primeiros terpenos (alfa-pineno e canfora) terem sido
isolados da terebentina (turpentine). Segundo alguns autores, o termo terpeno deve ser
utilizado apenas para aqueles compostos que sejam alcenos, enquanto seus derivados
contendo oxigénio como alcodis, aldeidos ou cetonas, sdo frequentemente designados

terpendides (HILL, 1993).

Tradicionalmente, os terpenos sdo considerados como derivados de unidades do 2-
metil-butadieno, conhecido como isopreno [CH3C(CH2)CHCH2] (Figura 1), com 5 dtomos
de carbono (HILL, 1993). No entanto, verificou-se que o precursor dos terpenos era na
verdade o dcido mevaldnico, o qual provém da acetil coenzima A, sendo portanto, originados

da via do acetato-mevalonato a partir de uma unidade de isopreno (ADAM et al., 2002).

A divis@o da estrutura dos terpenos em unidades de isopreno (regra do isopreno)

permitiu classificar e estudar de uma maneira simples e didatica tais compostos, e continua
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sendo utilizada com freqiiéncia. Assim, uma classificacdo racional dos terpenos (também
chamados de isoprendides) foi estabelecida, baseada no nimero de unidades de isoprenos
(C5H8) incorporadas no esqueleto molecular basico (RUZICKA, 1953). Os monoterpendides
sdo compostos por duas unidades de isopreno (C10), os sesquiterpendides por trés (C15), os
diterpendides por quatro (C20), os triterpendides compostos por seis (C30) e os

tetraterpendides, ou carotendides, tém oito unidades de isopreno (C40) (ROBBERS, 1997).

Os compostos terpénicos mais freqiientes nos 6leos essenciais sdo 0s monoterpenos
(cerca de 90 % dos 6leos essenciais), 0s quais podem apresentar-se como aciclicos (mirceno e
geraniol), monociclicos (a-terpineol e terpinoleno) e biciclicos (a-pineno e canfora). Em cada
um desses subgrupos, hd ainda outras classificacdes: hidrocarbonetos insaturados como o
limoneno, aldeidos ou cetonas como a mentona € carvona, alcodis como o mentol e
isopulegol, dentre outros (SIMOES, 2001). O Quadro 1 apresenta de uma forma resumida as
diferentes classes de terpendides e A Figura 1 apresenta a estrutura do isopreno (1) e

exemplos de terpendides: monoterpendides (2 e 3), sesquiterpendide (4) e diterpendide (5).

Além de suas propriedades relativas a aromas e fragrancias, alguns terpendides vém
sendo reconhecidos por suas propriedades benéficas a saide humana e animal. A esses
compostos tem sido atribuida atividade antitumoral, eficiente atividade antioxidante,
antimicrobiana, na prevencdo de doencas degenerativas, dentre outras (ZYGADLO;
JULIANI, 2001; BASER, 2008; LOIZZO et al., 2008). A diversidade molecular dos terpenos
proporciona muitas vantagens e desafios para pesquisadores em varios campos de estudo.
Tendo em vista as multiplas fun¢des dos terpendides na indudstria cosmética e alimenticia, e as
crescentes elucidacdes a respeito de suas atividades funcionais e biolégicas (SCHRADER;
BERGER, 2001), pesquisas relacionadas a estas substancias continuario a despertar crescente

interesse da comunidade cientifica em todo o mundo.
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Classe Unidades | Atomos Ocorréncia Aplicacao Exemplos
isoprenos de C
Hemiterpendide 1 5 Oleos, compostos Isopreno
volateis
Monoterpendides 2 10 Oleos, pétalas Perfumes Canfora,
isopulegol
Sesquiterpendides 3 15 Oleos, resinas, Aromatizantes, Veticadenol
pétalas perfumes
Diterpendides 4 20 Oleos, resinas Colas, vernizes Vitamina A,
E, K
Sesterpendides 5 25 Oleos, resinas Ofiobolina
Triterpendides 6 30 Resinas, Madeira, Produtos Ambreina
cortiga farmacéuticos,
perfumaria
Carotendides (ou 8 40 Folhas, raizes, Corantes B caroteno
tetraterpenoides) pétalas alimentares

Quadro 1. Classes de Terpendides

Fonte: Adaptado de Aratjo (2009)




25

P

Isopreno (+)-Piperitona
1

O

all-trans-vitamina A
Veticadinol (all-trans-retinol)

4 5

Figura 1. Estrutura do isopreno (1), e exemplos de terpendides: monoterpendides (2 e 3),
sesquiterpendide (4) e diterpendide (5).
Fonte: Banthorpe ef al. (1972); Serra et al. (2003); Siwko et al. (2007)

1.4 Isopulegol

Os monoterpenos 3-oxigenados da familia do p-mentano sdo importantes compostos
de origem natural. Sdo largamente distribuidos na natureza e usados extensivamente em
inddstrias de sabores e perfumes, na industria farmacéutica, de cosméticos, agrotoxicos e
substancias de arrefecimento. Todos os isdmeros p-mentanos-3-oxigenados apresentados na
Figura 2 (1-13) sdo intermedidrios na preparac¢do do (—)-mentol. Muitos processos industriais
de sintese, extracdo e transformacgdo de terpenos estdo relacionados a esta classe de terpenos
devido ao alto valor comercial do (—)-mentol. Estes compostos sdao também usados como

ponto de partida para a sintese de vdrias substancias quimicas com atividade bioldgica

(SERRA et al., 2003).
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Como observado na Figura 2 (5), o isopulegol (p-ment-8-en-3-ol; FM: CoH;30; PM:
154.25; PE: 218°% DLsg: ~1.030 = 100 mg/kg) € um monoterpeno alcool, 3-oxigenado, da
familia do p-mentano (BHATIA et al., 2008). Esta presente no 6leo essencial de diversas
espécies de plantas aromadticas, tais como Corymbia citriodora Hook (VERNIN et al., 2004),
Eucalyptus citriodora Hook (RAO et al., 2003) e Zanthoxylum schinifolium (PAIK et al.,
2005). Devido as suas propriedades aromadticas, o isopulegol tem sido utilizado na manufatura
de perfumes com composi¢des florais. No entanto, o seu principal uso é como intermedidrio

sintético na preparacido do mentol (CHUAH et al., 2001).

; i “OH Y "OH OH
/_\

4
mentol 1somentol neomentol neoisomentol

i ’/OH é I’OH

trans

is01sopulegol nemsopulegol neoisoisopulegol pulegol piperitol

& “

p-mentano -3-ols

i "OH
11
trans

piperitol isopiperitenol isopiperitenol
p-mentano
numeracao

Figura 2. Principais compostos da familia p-mentano.
Fonte: Serra et al. (2003)
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Normalmente, o isopulegol é obtido a partir do 6leo essencial de citronela, do qual se
isola o composto (+)-citronelal, um monoterpeno aldeido aciclico, e em seguida faz-se uma
ciclizacdo deste monoterpeno em meio dcido para gerar uma mistura de isopulegol. Como
(+)-citronelal possui dois carbonos proquirais que se tornam centros de assimetria, da
ciclizacdo sao formados quatro diferentes estereoisomeros do isopulegol: (-)-isopulegol, (+)-
neo-isopulegol, (+)-iso-isopulegol e (+)-neoiso-isopulegol, conforme demonstrado na Figura
3. Como referido anteriormente, o isopulegol € um importante intermedidrio na produgdo de
mentois (CioH200), os quais apresentam cheiro caracteristico de hortela-pimenta (Mentha
piperita L.). No entanto, apenas o isdmero (—)-isopulegol € utilizado para a producdo de (-)-
menthol, o tUnico dentre os oito isdmeros opticamente ativos do mentol que possui também
caracteristica organoléptica de refrescancia, além de seu aroma mentolado caracteristico

(CHUAH et al., 2001).

(+)-Citronelal

¢\OH @‘\0}1 ?BH ?on
/\ /\

(-)-Isopulegol (+)Neo-isopulegol (+)-Iso-isopulegol (+)-Neoiso-isopulegol

Figura 3. Ciclizacdo do (+)-citronelal aos isdmeros do isopulegol.
Fonte: Chuah et al. (2001)
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Atualmente, existem alguns estudos sobre os processos de obtencdo e transformacao
quimica do isopulegol, bem como sobre o seu uso como ingrediente de perfumes (CHUAH et
al., 2001; SERRA et al., 2003; BHATIA et al., 2008). Em alguns estudos preliminares, o
1sopulegol apresentou possivel efeito depressor em nivel de SNC (DE SOUSA et al., 2007b;
BHATIA et al., 2008). No entanto, trabalhos referentes as propriedades bioldgicas,
farmacoldgicas e terapéuticas deste terpeno sdo escassos na literatura. Desta forma, o
interesse do Laboratoério de Neurofarmacologia em estudar compostos biologicamente ativos
(SOUSA et al., 2004; SOUSA et al., 2005a, 2005b; MELO et al., 2006; AMARAL et al.,
2007; DE SOUSA et al., 2007; GOMES et al., 2008), aliados a dados anteriores de possiveis
efeitos centrais do isopulegol, nos levou a investigar quais alteracdes comportamentais seriam
induzidas pelo isopulegol em camundongos submetidos a modelos experimentais de
screening farmacoldgico de acgdo central, sobretudo aqueles relacionados a ansiedade e

depressao.

Diversos estudos tém também abordado a aplicacdo terapéutica de monoterpenos
contra alguns tipos de doencgas degenerativas e vdrios tipos de canceres (CROWELL, 1999;
LU et al., 2004; RAVIZZA et al., 2008, LEBEDEVA et al., 2008), bem como tém
evidenciado o potencial anticonvulsivante de terpenos em modelos animais de convulsao (DE
ALMEIDA et al., 2008; ILHAN et al., 2005). Tais a¢des t€m sido frequentemente atribuidas,
em parte, as propriedades antioxidantes desses compostos, os quais estdo sendo qualificados
como antioxidantes naturais (YANISHLIEVA et al., 1999; PEREIRA; MAIA, 2007). Estes
dados nos levaram também a investigar o potencial anticonvulsivante e antioxidante do

isopulegol.

Ainda, um relevante ndmero de estudos tem evidenciado a agdo gastroprotetora de
diferentes terpenos, sejam eles constituintes de extratos vegetais ou substancias isoladas dos
mesmos. O extrato obtido a partir das folhas e frutos de Sapindus saponaria L., rico em
triterpenos pentaciclicos, apresentou atividade antiulcerogénica e antisecretdria gastrica,
diminuindo a concentracdo de dcido cloridrico e o pH géstrico (MEYER ALBIERO et al.,
2002). O monoterpeno 1,8-cineol demonstrou atividade gastroprotetora contra lesao induzida
por etanol em ratos (SANTOS; RAO, 2001). Recentemente, o diterpeno acido centipédico
também demonstrou atividade gastroprotetora em modelo de ulcera induzida por etanol

(GUEDES et al., 2008). Nesse contexto, no presente estudo, resolvemos também investigar se
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o isopulegol seria capaz de exercer alguma agdo protetora em ulceras géstricas induzidas

experimentalmente em camundongos e analisar possiveis mecanismos envolvidos nesta ac¢ao.

1.5 Modelos Animais de Ansiedade e Depressao

A ansiedade foi descrita por Andrade e Gorenstein (1998) como um estado emocional
com componentes psicoldgicos e fisioldgicos, que fazem parte do espectro normal das
experiéncias humanas, sendo propulsora do desempenho. Segundo Nardi (1998), a ansiedade
permite ao individuo ficar atento a um perigo iminente e tomar as medidas necessdrias para
lidar com uma ameaca. Assim sendo, é uma emogcdo que nos protege do desconhecido. E algo
que estd presente no desenvolvimento humano normal, nas mudangas e nas experiéncias
inéditas. No entanto, ela passa a ser considerada patolégica quando € desproporcional a
situacdo que a desencadeia, ou quando ndo existe um motivo aparente para a sua instalagdo,
ou seja, quando os sintomas sdo freqiientes e interferem com o funcionamento normal do
individuo. Neste caso, tem sido uma das causas mais comuns que levam os pacientes a

procurarem auxilio médico ou psiquidtrico (ANDRADE; GORENSTEIN, 1998).

Na clinica, a ansiedade é diagnosticada e avaliada principalmente pelo relato dos
pacientes, indicando a natureza subjetiva dos transtornos de ansiedade, o que traz uma
limitagdo aparentemente intransponivel aos modelos animais de ansiedade. Entretanto, apesar
desta limitagdo, o desenvolvimento dos modelos animais recebeu impulso importante pelo
advento de novas drogas ansioliticas e pela compreensdo da neurobiologia da ansiedade
(LACERDA, 2006). A descoberta do primeiro benzodiazepinico (clordiazepdxido), que
apresentava grande eficidcia em termos ansioliticos, abriu uma nova drea na pesquisa da
ansiedade, pois, a partir de entdo, os modelos animais puderam ter uma melhor validagcdo
farmacoldgica. Estes modelos foram desenvolvidos com dois objetivos principais: 1) para se
avaliar os efeitos ansioliticos ou ansiogénicos de determinados compostos e, uma vez
discriminadas suas propriedades, identificar seus mecanismos de a¢do; e 2) para o estudo da

neurobiologia da ansiedade (FILE et al., 1993, RODGERS et al., 1997).

Em modelos comportamentais, os animais sio comumente expostos a estimulos

externos (p.ex. novos ambientes) ou internos (p.ex. substancias ansiog€nicas) capazes de
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causar comportamentos defensivos que se traduzem por uma inibicdo comportamental e
podem assumir a forma de imobilidade ou de supressdo de uma resposta normal (PRUT,
2003; JUNG et al., 2002). Assim, para que um teste comportamental seja validado como um
modelo animal € necessdrio que ele permita quantificar as respostas produzidas por tais
estimulos, interpretadas como andlogas a ansiedade, e que sdo antagonizadas por ansioliticos
reconhecidos (RODGERS et al., 1997). Desta forma, um agente ansiolitico deve reduzir a
ansiedade induzindo pouco ou nenhum efeito sobre as funcdes motoras ou mentais (OLSON,

2002).

Um dos modelos mais largamente utilizados na pesquisa da ansiedade em ratos e
camundongos € o labirinto em cruz elevado (LCE). Em geral, os animais demonstram uma
ocupacdo preferencial dos bracos fechados, tanto no nimero de entradas quanto no tempo
gasto nesses bracos (LISTER, 1987). E considerado um modelo naturalista, ja que simula uma
situacdo proxima a encontrada no ambiente natural dos animais, sem requerer aprendizagem
prévia nem submeter o animal a condicdes prévias ao teste, como privagdo, aprendizagem e
outras. Por todas essas vantagens, ¢ um teste amplamente utilizado no estudo da ansiedade.
Estudos farmacoldgicos mostram que a administracao de ansioliticos cldssicos (por exemplo,
clordiazepoxido, diazepam ou fenobarbital) produz um aumento na exploracdo dos bragos
abertos (BECERRA, 2004). Efeitos desse tipo levaram Pellow e colaboradores (1985) a
propor que o aumento na exploracdo dos bracos abertos estaria relacionado a uma diminui¢do

dos niveis de ansiedade do animal.

Ja a depressdo consiste no mais comum dos distirbios afetivos, sendo considerada
uma das condi¢des neuropsiquidtricas mais incapacitantes, com uma prevaléncia de 10-30 %
em mulheres e 7-15 % em homens (NAIR; VAIDYA, 2006; TIERNEY, 2007). Os sintomas
da depressao incluem componentes emocionais e bioldgicos. Dentre os componentes
emocionais estdo a apatia € o pessimismo, a baixa auto-estima, sentimentos de culpa, de
inadaptacdo e feidra, assim como a indecisdo e a perda de motivacdo. Os sintomas bioldgicos
incluem o retardo de pensamento e de acdo, a perda da libido, distirbio do sono e perda do

apetite (RANG et al., 2008).

Pesquisas pré-clinicas sdo essenciais para o desenvolvimento de novas terapias e para
o estudo da neurobiologia dos transtornos mentais. Em modelos animais ndo hd condicdo

conhecida que corresponda a exata condi¢do inata da depressdo em seres humanos, no
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entanto, tais modelos sdo um excelente método na identificagdo de novos antidepressivos, de
seu mecanismo de acdo e no estudo da neurobiologia da depressdao. Varios procedimentos
foram descritos, que produzem em animais estados comportamentais (retirada da interacdo
social, perda de apetite, atividade motora reduzida, estresse, situagdes inescapdveis, entre

outros), andlogos a depressao humana (PORSOLT et al., 1978).

Os modelos de depressdo comumente utilizados sdo diversos e foram desenvolvidos
baseados nas alteracdes comportamentais produzidas pelo estresse, drogas ou lesdes em
estruturas cerebrais (CRYAN et al., 2002). O teste do nado forcado (TNF), desenvolvido por
Porsolt et al. (1977), tem sido um dos mais empregados para avaliar a atividade
antidepressiva pré-clinica, devido a sua facil utilizacdo, grande reprodutibilidade entre os
laboratérios e a habilidade de detectar um grande espectro de agentes antidepressivos

(BORSINI; MELLI, 1988; CRYAN et al., 2002).

No entanto, os testes do LCE e TNF podem apresentar resultados falsos positivos,
como por exemplo, com drogas estimulantes motoras, ou ainda falsos negativos, como por
exemplo com drogas relaxantes musculares. Com isso, existe a necessidade de se realizar
experimentos adicionais com modelos que avaliem a atividade locomotora geral e a
coordenacdo motora do animal, como os testes do campo aberto e rota rod, respectivamente
(OHL et al., 2001). Ainda, sejam quais forem os resultados obtidos nos cldssicos modelos do
LCE e TNF, frequentemente, tem sido recomendado a realizacdo de experimentos adicionais,
tais como os testes da placa perfurada (hole board) e suspensdo da cauda, que terdo sua
utilidade em respaldar ou ndo os resultados obtidos nos testes do LCE e TNF,

respectivamente.

1.6 O sistema GABA/Benzodiazepinico e seu Envolvimento na Ansiedade

O d4cido vy-aminobutirico (GABA), um aminodcido neutro, é o principal
neurotransmissor inibitério do SNC de vertebrados. Esta presente em 30-50% das sinapses
cerebrais, modulando também o funcionamento de outros neurotransmissores

(SOGHOMONIAN; CHESSELET, 2000). O GABA ¢é armazenado dentro de vesiculas de
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onde ¢é liberado, apds estimulo especifico, para a fenda sindptica. Na fenda, pode interagir

com receptores ionotrpicos, GABA,, ou metabotrépicos, GABA, A interagdo com
receptores GABA A resulta na abertura dos canais de cloro, € um aumento na concentragao

desses fons gera um potencial negativo, com conseqiiente inibicdo do estimulo nervoso

(MACCDONALD; HASS, 2000). Os receptores GABA,, expressos principalmente na

membrana pré-sindptica, regulam canais de K" que quando ativados reduzem a condutincia
ao Ca™ e inibem a producio de AMPc, o que resulta na reducdo da liberacio do
neurotransmissor GABA (BOWERY, 2000). Recentemente, foi proposto o receptor GABAc
que se assemelha estreitamente ao receptor GABAs e exibe acdes farmacologicas
ligeiramente diferentes, embora sua importancia funcional permaneca desconhecida (RANG

et al., 2008).

Os receptores GABA, merecem destaque por possuirem um papel central na
regulacdo da excitabilidade cerebral, através de seus efeitos inibitorios. Varias drogas
ansioliticas usadas rotineiramente estdo entre as classes de substancias que modulam
alostericamente os receptores GABAérgicos do tipo A, sendo os benzodiazepinicos a
principal delas. Essas drogas se ligam de um modo especifico em um sitio regulador do
receptor, distinto do sitio ligante de GABA, e agem de modo alostérico, aumentando a
afinidade do GABA pelo receptor, induzindo, com isso, uma potencializacdo da resposta
GABAérgica. Desta forma, os benzodiazepinicos apresentam varios efeitos relacionados com
o receptor GABA,, tais como a sedacdo e a inducdo do sono, a reducido da ansiedade e da
agressdo, a reducdo do tonus muscular e da coordenacdo, efeito anticonvulsivante, além de
amnésia anterdgrada. Além dos benzodiazepinicos, muitas drogas importantes tais como os
barbitdricos, neuroesterdides, etanol e alguns anticonvulsivantes e anestésicos gerais,

interagem com estes receptores (RANG et al., 2008).

Em niveis moleculares, o receptor GABA4 consiste em um canal idnico acionado por
ligante, apresentando estrutura heteropentamérica, ou seja, formado por cinco diferentes
subunidades agrupadas (Figura 4). At¢é o momento, s@o conhecidas 18 subunidades
geneticamente diferentes (al-6, B1-4, y1-4, 3, n, pl-2) que participam da composi¢do do
receptor GABA,, de modo que as caracteristicas funcionais e farmacolégicas do mesmo sao
determinadas pela composi¢do de suas subunidades (RUSSEK, 1999; BRITO, 2005). Assim,

diferentes efeitos benzodiazepinicos podem estar ligados a diferentes subtipos de receptores
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GABA,, sugerindo a possibilidade de desenvolvimento de novas substiancias com efeitos

mais seletivos do que os benzodiazepinicos existentes.

Através do uso de modelos de pesquisa pré-clinica que induzem a ansiedade, foram
obtidos muitos achados em relagdo as manifestacdes psicoldgicas e fisioldgicas da ansiedade,
no entanto, os mecanismos bioldgicos envolvidos na sua regulacdo nao sdo completamente
conhecidos. Como j4 referido anteriormente, o labirinto em cruz elevado (LCE) tem sido
bastante utilizado para a pesquisa de agentes ansioliticos como os benzodiazepinicos
(PELLOW et al., 1985; RODGERS et al., 1997). Este modelo experimental ¢ muito sensivel
para determinar a influéncia do receptor GABA s/Benzodiazepinico no processo de ansiedade,
visto que outras drogas como a buspirona, que atua em receptores serotonérgicos, apresentam
resultados muito varidveis em relagcdo a este teste. De fato, um crescente nimero de estudos
mostram que varios compostos, incluindo aqueles de origem natural como os monoterpenos
(+)- e (-)-borneol (GRANGER et al., 2005), timol (JOHNSTON, 2005) e a,B-epoxi-carvona
(DE ALMEIDA et al., 2008), sdo capazes de modular os receptores ionotropicos
GABAérgicos e sdo sensiveis ao modelo do LCE. Portanto, este teste consiste em uma
relevante ferramenta para detectar compostos que tenham relacdo com o complexo receptor

GABA s/Benzodiazepinico (RODGERS et al., 1997), como utilizado no presente estudo.

; GABA
Barbituricos . Benzodiazepinicos
i Alcool

Exterior

Interior

Figura 4. Recetor GABA,.
Fonte: Mihic e Harris (1997)
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Embora o GABA e mecanismos GABAérgicos estejam profundamente implicados no
controle da ansiedade, diversas evidéncias sustentam a participacdo de outros
neurotransmissores € neuromoduladores na ansiedade, incluindo as aminas biogénicas como a

noradrenalina, serotonina e dopamina e alguns peptideos.

1.7 Envolvimento das Monoaminas na Ansiedade e Depressao

1.7.1 Envolvimento das monoaminas na ansiedade

Apesar dos grandes avancos sobre o entendimento do modo de acdo de farmacos
ansioliticos, ndo se compreende ainda a totalidade de fendomenos fisiolégicos envolvidos nas
reacoes de defesa normais ou patoldgicas observadas em todas as espécies animais (GRAEFF,
1994). Como referido anteriormente, os mecanismos GABAérgicos estdo profundamente
implicados no controle da ansiedade, entretanto, as aminas biogé€nicas como a noradrenalina,

serotonina e dopamina também participam efetivamente deste evento.

No SNC, o grupo mais importante de neur6nios que sintetizam noradrenalina situa-se
no locus ceruleus. As células do locus ceruleus, quando ativadas por estimulos estressantes,
ameacadores, produzem uma reacdo comportamental cardiovascular caracteristica de medo.
Acredita-se que o locus ceruleus funcione como um “sistema de alarme”, ou seja, exerce a
funcdo de aten¢@o, monitorando continuamente o ambiente e preparando o organismo para
situacOes de emergéncia. Desta forma, os transtornos de ansiedade apresentam evidéncias
contundentes de uma anormalidade do sistema noradrenérgico (MARGIS et al., 2003). A
exposicao a varios tipos de estresse resulta em comportamento ansiogénico em testes animais
que avaliam a ansiedade (HATA et al., 2001) e, na resposta aguda a situacao estressante, ha
um aumento importante de noradrenalina na fenda sindptica, resultando em um aumento da
resposta sindptica evocada (MARGIS er al., 2003). Desta forma, a hiperatividade da
noradrenalina ocasiona ansiedade e inquietacdo. Mas, por outro lado, os medicamentos
capazes de aumentar a atividade noradrenérgica melhoram muito os quadros de depressdao

com apatia, desinteresse e lentidao psicomotora.
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Alguns estudos demonstram que a via mesocorticolimbica € particularmente sensivel
aos estimulos relacionados ao medo e, portanto, eles tém sugerido uma associagdo entre
situagdes estressantes e alteracoes na transmissdo dopaminérgica. Triagens clinicas t€m
indicado que a buspirona, um agonista dos receptores 5-HT;a, é efetiva no tratamento da
ansiedade, com eficicia e dosagens semelhantes ao diazepam. Entretanto, esta droga, cujo
mecanismo de a¢do ainda ndo estd completamente elucidado, ndo parece interagir diretamente
com o sistema GABA/benzodiazepinicos, nem estimulando e nem inibindo este sistema. E
largamente documentado na literatura que a buspirona ndo produz seda¢do e nem relaxamento
muscular; ndo apresenta acdo anticonvulsivante e nem potencializa as acdes induzidas por
depressores do SNC. Também ndo parece apresentar qualquer potencial de abuso ou
dependéncia fisica (TAYLOR et al., 1982). A buspirona parece interagir com o sistema
dopaminérgico com razodvel poténcia e exibe propriedades de ambos agonistas e antagonistas
dopaminérgicos. De fato, um estudo realizado por Jadhav e colaboradores (2008), demonstrou
que a buspirona em doses baixas bloqueou seletivamente os receptores D2 pré-sinapticos
mesolimbicos, o que levou a uma liberagdao de DA, a qual estimulou os receptores D1 e D2
pOs-sindpticos. Em altas doses, esta droga bloqueou os receptores D1 e D2 pds-sindpticos
estriatais e mesolimbicos. Assim, considerando que a buspirona interage no sistema
dopaminérgico e é frequentemente utilizada como ansiolitico, sugere-se fortemente que a
dopamina também estd implicada na etiologia e expressao da ansiedade. Desta forma, em uma
situacdo de estresse, hd evidéncias de que ocorre o aumento da liberacdo e metabolismo da
dopamina em dreas cerebrais envolvidas na producao de respostas ao estresse, como o cortex

pré-frontal ou corpo estriado, por exemplo (DE OLIVEIRA et al., 2009).

Em testes de conflito, onde a resposta do animal (como a de pressionar uma barra) €
mantida pela apresentacdo de uma recompensa (dgua ou alimento), mas a0 mesmo tempo
suprimida pela aplicagdo de um estimulo nocivo, os ansioliticos reduzem a supressao
comportamental em uma larga faixa de doses, enquanto outros compostos psicotropicos nao
afetam o comportamento punitivo. Neste sentido, observou-se que drogas ou lesdes que
diminuiam a atividade de neurdnios contendo 5-HT reduzem o comportamento punido, ou
seja, os animais tétm menos medo. Por outro lado, tratamentos farmacoldgicos que aumentam
a atividade destes neur6nios tendem a acentuar a supressao das respostas punidas, ou seja, 0s
animais apresentam mais medo. Assim, vdrias evidéncias foram obtidas sugerindo que a a¢cdo
dos tranqiiilizantes menores poderia envolver vias nervosas que utilizam a 5-HT como

neurotransmissor. Desse modo, quando se verificou que os benzodiazepinicos diminuiam a



36

taxa de renovagdo de 5-HT no tronco cerebral do rato, aventou-se a hipdtese de que a agdo
ansiolitica destes compostos era devida a reducdo da atividade serotoninérgica nas vias

neurais ativadas pela punicio (BRANDAO, 2003).

Por outro lado, acredita-se atualmente que a serotonina exer¢a um duplo papel na
regulacdo do comportamento de defesa. O niicleo mediano (NMR) e o nicleo dorsal da rafe
(NDR) sdo as principais fontes de inervacio serotonérgica do cérebro. O NMR projeta suas
fibras para o hipocampo, o qual estd associado com processo emocional e cognitivo. J4 o
NDR projeta as fibras serotonérgicas para vérias regides do cérebro e estd envolvido em uma
variedade de fungdes fisiolégicas, como, por exemplo, a regulagdo do humor e de fungdes
motoras e sensoriais (ANDRADE et al., 2004). Os sinais de perigo estimulam o sistema de
defesa através da amigdala e, ao mesmo tempo, ativam os neurdnios serotoninérgicos do
NDR, os quais, por vias nervosas diferentes, inervam tanto a amigdala quanto a matéria
cinzenta periaquidural dorsal (MCPd). Quando os sinais de perigo tornam-se explicitos, mas
encontram-se ainda a longa distincia, a reacdo tipica é a de imobilidade tensa (congelamento
ou inibicdo comportamental defensiva), cujo substrato neural provavelmente seja a por¢cdo
ventral da MCPd do mesencéfalo. Assim, aumentando a atividade serotoninérgica de
estruturas limbicas do cérebro (como a amigdala) ocorreria um aumento dos indices
comportamentais de ansiedade, enquanto uma diminui¢do serotoninérgica levaria a efeitos
ansioliticos (DOMBROWSKI, 2005). Porém, com um aumento de 5-HT na MCPd, as reacdes
ativas de defesa seriam inibidas. As respostas mediadas pela serotonina teriam, portanto, um
sentido adaptativo, jd que para niveis de perigo potencial ou distal é conveniente que os
comportamentos de luta e fuga sejam inibidos, possibilitando a adocdo de estratégias mais
adequadas, como exploracdo cautelosa e inibicdo comportamental. Poder-se-ia dizer, ainda,
que a serotonina aumenta a ansiedade atuando na amigdala e contém o panico agindo na

MCPd (MARGIS et al., 2003; DOMBROWSKI, 2005).

1.7.2 Envolvimento das monoaminas na depressao

Sob o ponto de vista neuroquimico, a teoria cldssica para explicar a patogenia da
depressdo consiste na hipdtese das monoaminas, que afirma que a depressao é causada por

um déficit funcional das monoaminas transmissoras em certos locais no cérebro, enquanto a
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mania resulta de um excesso funcional (MANIJI et al., 2001). Esta hipdtese surgiu
originalmente das associacdes entre os efeitos clinicos de varios farmacos que causam ou
aliviam os sintomas da depressdo e seus efeitos neuroquimicos conhecidos sobre a
transmissdo monoaminérgica no cérebro. Um exemplo disso foi a introdugdo da reserpina, no
inicio da década de 50, quando se tornou evidente que a droga era capaz de induzir depressao
em pacientes em tratamento da hipertensdo e da esquizofrenia, bem como em individuos
normais. Nos anos subseqiientes, os estudos farmacoldgicos revelaram que o principal
mecanismo de a¢cdo da reserpina consistia em inibir 0 armazenamento de neurotransmissores
aminicos, como a serotonina e a noradrenalina, nas vesiculas das terminagdes nervosas pré-
sindpticas. A reserpina induzia depressdo e provocava deplecdo dos neurotransmissores
aminicos; por esse motivo foi deduzido que a depressio devia estar associada a uma

diminui¢do da transmissao sindptica funcional amino-dependente (KATZUNG, 2006).

Além da participagdo das monoaminas 5-HT e NA, foi sugerido que o
neurotransmissor dopamina também participa da fisiopatogenia da depressio (BROWN et
al., 1993; KAPUR; MANN, 1992). A dopamina estd implicada na regulagdo do humor
(BROWN et al., 1993) e foi mostrado que, em modelos animais de depressdo, a concentracao
de dopamina extracelular no cérebro estava diminuida (ROSSETTI et al., 1993). Além disso,
recentemente, tem sido considerado que a dopamina estd envolvida com os efeitos
antidepressivos de drogas (JOCA et al., 2000), pois a bupropiona, um inibidor seletivo da
captacdo de dopamina, € clinicamente usado em humanos como um antidepressivo ou na

terapia de retirada da nicotina (ASCHER et al., 1995; RICHMOND; ZWAR, 2003).

A principal objecdo da hipdtese dopaminérgica da depressdo é que clinicamente os
antidepressivos efetivos inibem a captacdo de serotonina ou noradrenalina, mas nao
dopamina. Existe uma aparente contradicdo no mecanismo de acdo desses antidepressivos,
pois, apesar do bloqueio da captacdo de serotonina e noradrenalina ocorrer imediatamente
apo6s o tratamento agudo, o efeito clinico dos antidepressivos acontece apenas apds duas ou
quatro semanas de tratamento. Essa afirmativa pode fortalecer a hipétese dopaminérgica, pois
estudos mostram que o tratamento cronico com todos os inibidores da captacdo de serotonina
e noradrenalina potenciam a transmissao dopaminérgica no nucleo accumbens (SERRA et al.

1992).
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1.8 Convulsoes

Os episddios convulsivos afetam cerca de 1 - 2% da populacdo mundial e podem
ocorrer em todas as idades, sendo mais comuns em criancas do que em adultos. As
convulsdes se caracterizam por descargas anormais em um grupo de neurdnios cerebrais,
levando a uma alteracdo da atividade cerebral, caracterizada clinicamente por manifestacoes
motoras, sensitivas, sensoriais, psiquicas ou neurodegenerativas. Podem ser tOnicas
(contracdes mantidas durante algum tempo), clénicas (contragdes intermitentes, onde os
musculos sdo contraidos e relaxados de forma alternada) ou tdnico-clonicas (LOSCHER,

1998).

Fundamentalmente, as convulsdes se dividlem em dois grandes grupos: parciais e
generalizadas. As crises parciais originam-se em um grupo pequeno de neurdnios que
constituem o foco da convulsdo. Desta forma, a sintomatologia depende da localizagdo do
foco no cérebro. Tais crises podem ser do tipo parcial simples (sem alteragdo da consciéncia)
ou parcial complexa (com alteracdo da consciéncia). Ja as crises generalizadas envolvem os
dois hemisférios do cérebro desde o seu inicio. As crises generalizadas podem consistir
apenas de movimentos motores (mioclonicos, clonicos ou tonicos) ou uma abrupta perda do
tonus (atonia). A crise generalizada mais comum é a tonico-clonica também chamada de
grande mal (MELDRUM; CHAPMAN, 1999; WESTBROOK et al., 2000). Uma unica
convulsao generalizada pode ocorrer em um individuo normal, em reacdo ao estresse
fisiolégico, privacdo do sono, efeito do dlcool ou drogas ou traumatismo craniocefalico.
Processos infecciosos, toxicos ou metabdlicos podem originar convulsdes recidivantes e
limitadas, em individuos com um limiar reduzido, hereditdrio, sem sindrome epiléptica

(QUINTANS-JUNIOR et al., 2007)

A epilepsia € uma desordem cerebral relativamente comum, que afeta cerca de 50
milhdes de pessoas no mundo todo (SCHEUER; PEDLEY, 1990). Este termo € usado a um
grupo de condi¢des cronicas cujas principais manifestacdes clinicas sdo a ocorréncia de
convulsdes espontineas e recorrentes (QUINTANS-JUNIOR et al., 2002). Entre as possiveis
causas da epilepsia estdo lesdes cerebrais decorrentes de traumatismos na cabeca, tumores,
distirbios cerebrais degenerativos, infec¢des (meningite, por exemplo), abuso de bebidas

alcodlicas ou de drogas e complica¢des durante o parto. Porém, na maior parte dos casos, nao
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existe uma origem clara para o desenvolvimento das convulsdes, ou seja, acredita-se que,
nessas situacdes, elas sejam precipitadas por fatores genéticos (LOSCHER, 1998; HOLMES,
2005). Na auséncia de um fator etioldgico especifico, na maioria dos casos a terapia se faz
necessdria para controlar os sintomas. Sabe-se que, 70 a 80% das pessoas com epilepsia
podem ter uma vida normal se tiverem um tratamento adequado (BEAGLEHOLE et al.,
1996). Se um episddio convulsivo inicial contribui para o desenvolvimento da epilepsia, o
tratamento apds a primeira convulsdo pode ser um fator de extrema importincia para redugdo

deste risco (FUCHS et al., 2004).

Embora atualmente exista um vasto arsenal de drogas anticonvulsivantes utilizados na
clinica, a farmacoresisténcia e um numero considerdvel de reacdes adversas dificultam o
tratamento, deixando uma parcela de cerca de 30% dos pacientes sem um tratamento
adequado com tais farmacos (LOSCHER; SCHMIDT, 2002; MELDRUM; ROGAWSKI,
2007). Consequentemente, a decisdo de iniciar uma terapia com anticonvulsivantes ¢ tomada
apenas quando os riscos de novas convulsdes superam os riscos do tratamento (SIRVEN,
2002). Desta forma, novos medicamentos antiepilépticos eficazes sdo necessdrios para
melhorar a qualidade de vida de muitas pessoas acometidas pela epilepsia. Assim, a
investigacdo de novas drogas anticonvulsivantes com baixa toxicidade, poucos efeitos
colaterais e grande potencial teraputico pode contribuir sobremaneira para o tratamento da
epilepsia, melhorando a qualidade de vida e restabelecimento fisico e mental dos portadores

dessa doenga em todo o mundo.

1.8.1 Fisiopatogenia das convulsdes

Os neurotransmissores excitatorios e inibitorios (glutamato, aspartato, GABA e
glicina) fazem a mediacdo de essencialmente toda comunicacido neuronal rdpida. Devido a
suas altas concentracdes e larga distribui¢ao, estes aminodcidos influenciam todas as fungdes
do SNC (WATKINS; OLVERMAN, 1987). Desequilibrios entre respostas excitatorias e
inibitérias podem ter conseqiiéncias diversas, indo desde convulsdes ou excitotoxicidade a
depressdo do SNC similar aquela observada com o uso de sedativos e hipnéticos estando estes
neurotransmissores envolvidos em processos como epilepsia e isquemia (DINGLEDINE;

MCBAIN, 1999; RIBEIRO et al., 2005). Particularmente, varios estudos sugerem que 0s
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principais mecanismos envolvidos na génese da convulsio estdo relacionados a um
desequilibrio ocasionado por um aumento da transmissdo excitatoria glutamatérgica e/ou

diminui¢do da resposta inibitéria GABAérgica (RIBEIRO et al., 2005).

Como referido anteriormente, 0 GABA é o principal neurotransmissor inibitério no
SNC, envolvido direta ou indiretamente na patogénese de muitas doencas neuroldgicas e,
principalmente, em episddios convulsivos. Dependendo da regido cerebral, 20 a 50 % das
sinapses usam GABA como transmissor € a neurotransmissdo inibitéria pode ter um
importante papel na geracao e manutengdo de certos tipos de convulsdo no hipocampo e nos
circuitos corticotalamicos (AVOLI, 1996; ENGEL, 1996). Dos receptores GABAérgicos, o
receptor GABAA, € alvo da acdo de muitas drogas anticonvulsivantes que agem
potencializando esta neurotransmissdo. O papel dos receptores GABAp ainda é controverso
no que se refere as convulsdes. Em alguns modelos de convulsdo, agonistas deste receptor
produzem acdo anticonvulsivante, enquanto em outros a acdo ¢é proconvulsivante
(SNORDGRASS, 1992). Como referido anteriormente neste trabalho, os receptores GABA
possuem sitios de ligacdo para os benzodiazepinicos e barbitdricos, dentre outros, os quais
atuam como agonistas da neurotransmissao inibitéria do GABA, sendo firmacos comumente

usados no tratamento de convulsdes (MEHTA; TCKU, 1999).

Além dos sistemas glutamatérgico e GABAérgico, sabe-se que a atividade convulsiva
estd associada também a outros aminodcidos e neurotransmissores, como a glicina, aspartato,
dopamina, serotonina (CAVALHEIRO et al., 1994; MARINHO et al., 1997); bem como ao
metabolismo dos carboidratos, aos sistemas de segundos mensageiros € expressdo génica,
além de processos envolvidos na fisiopatologia das altera¢des neuronais (SIMONIC et al.,

2000).

1.8.2 Modelos experimentais de convulsdo: o modelo do Pentilenotetrazol (PTZ)

Os modelos experimentais tém sido utilizados ao longo dos anos na realizacdo de
triagens (screening) farmacoldgicas de drogas antiepilépticas, onde o principal objetivo € a
contenc¢do das crises convulsivas por drogas em estudo, ou seja, um tratamento sintomatico,

mas nao necessariamente curativo. Paralelamente, eles contribuiram substancialmente com
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informacdes a respeito dos mecanismos envolvidos na génese e manutencdo das crises
convulsivas. Com o objetivo de aproximar os modelos animais dos fendmenos observados em
humanos, ao longo dos tempos, varias técnicas tém sido desenvolvidas mimetizando tipos
especificos de epilepsia (MELLO et al., 1986). Nesse sentido, torna-se fundamental a
diversificacdo desses métodos gerando distintos pontos de vista e permitindo uma

compreensdo mais abrangente dos fendmenos que caracterizam as epilepsias.

O pentilenotetrazol (PTZ) foi o primeiro analéptico (estimulante do SNC,
convulsivante) sintético, desenvolvido em 1924. Historicamente, o PTZ teve algumas
utilizagdes terapéuticas. Foi utilizado como estimulante cardiaco e empregado como
estimulante do SNC no tratamento de overdose depressiva (sendo considerado menos efetivo
que a picrotoxina e a estricnina). O PTZ € uma das principais substincias indutoras de
convulsdao que sao utilizadas na triagem pré-clinica de novos fairmacos anticonvulsivantes. O
desenvolvimento de benzodiazepinicos e barbitiricos no tratamento das crises convulsivas
veio a partir de estudos com o PTZ (LOSCHER, 1998; OLIVEIRA et al., 2004, SWIADER et
al., 2006; SMITH et al., 2007; QUINTANS-JUNIOR et al., 2007).

O modelo das quimioconvulsdes ou das convulsdes induzidas pelo PTZ reproduz um
quadro parecido ao encontrado no “pequeno-mal” epiléptico (SAGRATELLA, 1998). O PTZ
inicialmente produz espasmos mioclonicos, movimentos fugazes de excitagdo ou de
relaxamento muscular que acarretam uma contracdo rdpida e sincronizada dos miusculos
envolvidos, que se tornam subseqiientemente mantidos e podem levar a uma crise tonico-
clonica generalizada. Ao nivel sindptico, acredita-se que o PTZ promove convulsdes por
inibir canais de cloreto associados com receptores GABA,, reduzindo assim a
neurotransmissdo inibitéria (CRESTANI et al., 2002). Nesse contexto, drogas como o0s
benzodiazepinicos e alguns barbitiiricos parecem atuar promovendo a potencializacao da
inibicdo sindptica mediada por GABA, reduzindo a excitabilidade neuronal e aumentando o
limiar convulsivante (LILLY; TIETZ, 2000). Assim, no modelo de convulsdes induzidas pelo
PTZ, o aumento da laténcia para o aparecimento das convulsdes ¢ um forte indicativo de uma
acdo anticonvulsivante. De fato, é largamente difundido na literatura que drogas como o
diazepam e clonazepam aumentam este parametro (DE SARRO et al., 1996; QUINTANS-
JUNIOR et al., 2002). Ainda, atualmente, diversos terpenos constituintes de 6leos essenciais

tém também demonstrado atividade anticonvulsivante no modelo do PTZ, tais como o
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citronelol e o a,B-epoxy-carvona (GALATI et al., 2004; DE SOUSA et al., 2006a; DE
ALMEIDA et al., 2008).

1.8.3 Convulsodes e estresse oxidativo

1.8.3.1 Espécies reativas derivadas do oxigénio (ERO)

O estresse oxidativo € o resultado da excessiva producdo de espécies quimicas
reativas, como os radicais livres. O termo radical livre faz referéncia a um atomo ou molécula
altamente reativo, que contém nimero impar de elétrons em sua ultima camada eletronica. O
nao-emparelhamento de elétrons da dltima camada € que confere alta reatividade a esses
atomos ou moléculas. Em verdade, o termo radical livre ndo é adequado para designar os
agentes reativos patogénicos, pois alguns deles ndo apresentam elétrons desemparelhados em
sua ultima camada. Como em sua maioria estas substancias sdo derivadas do metabolismo do
0, o termo “espécies reativas do oxigénio” (ERO) torna-se mais apropriado (HALLIWELL;

GUTTERIDGE, 1990; HALLIWELL, 1992).

As ERO, encontradas em todos os sistemas biolégicos, sdo capazes de gerar estresse
oxidativo em conseqiiéncia de suas propriedades oxidantes e reagdo com o0s constituintes
celulares (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; SIES, 1991). Em condicdes fisiolégicas do
metabolismo celular aerébico, o O, sofre redugdo tetravalente, com aceitacdo de quatro
elétrons, resultando na formacdo de H,O. Durante esse processo sdo formados intermedidrios
reativos, como os radicais superéxido (O;"), hidroperoxila (H,O") e hidroxila (OH) e o
peroxido de hidrogénio (H»0O;). Normalmente a redugdo completa do O, ocorre na
mitocondria, e a reatividade da ERO € neutralizada com a entrada dos quatro elétrons. Visto
que participam de reagdes essenciais para o organismo, as ERO sdo constantemente formadas
e podem ser prejudiciais, quando sua producdo foge do controle exercido por sistemas

antioxidantes enddgenos de defesa.

Ainda, a reducao incompleta do O2 ocorre também em situagdes nao-fisioldgicas, € o

organismo humano estd exposto as ERO geradas por radiacdes ionizantes, agentes tOxicos,
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poluentes ambientais, dentre outros (SIES, 1991). Nao controlados, as ERO atacam muitas
moléculas importantes, incluindo enzimas, lipidios de membrana e DNA. Clinicamente, o
estresse oxidativo pode causar lesdo tecidual relacionada com muitas desordens
fisiopatoldgicas como a hipdxia, a inflamacdo e a isquemia tecidual e de reperfusdo. Outras
teorias afirmam que o estresse oxidativo pode estar relacionado com disfunc¢ido neurolégica
associada a doencgas incluindo a doenga de Parkinson, Alzheimer, epilepsias, dentre outras

(BEYER et al., 1998).

1.8.3.2 Sistemas de defesa antioxidante contra as ERO

Em sistemas aerdbicos, € essencial o equilibrio entre os agentes oxidantes (como as
ERO) e o sistema de defesa antioxidante. Os mecanismos de defesa contra as ERO incluem o
tripeptideo glutationa reduzida (GSH) e enzimas como a superéxido dismutase (SOD),
catalase, glutationa-peroxidase (GSH-Px) e glutationa redutase (GSHRd) (FERREIRA;
MATSUBARA, 1997), além de outros compostos antioxidantes (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 1992) como o 4cido ascorbico e a-tocoferol (vitamina E), que normalmente

mantém essas espécies sob controle.

Em condicdes fisioldgicas, o peréxido de hidrogénio (H,O;) é formado na mitocondria
em funcdo da atividade metabdlica (CHANCE et al., 1979). A superdéxido dismutase (SOD) é
uma enzima essencial para todas as células aerdbicas, pois catalisa a dismutacdo do radical
superdxido, formando H,O, e O2 (FRIDOVICK, 1978). Esta reag¢ao € conhecida como reacao

de Fenton:

SOD
Oz. + 02. +2H" — 0O, + H,O,

A catalase é uma hemeproteina citoplasmatica que catalisa a reducdo de perdxido de
hidrogénio em é4gua e oxigénio (SCOTT et al., 1991). Pode ser encontrada no cérebro, sangue,

medula 6ssea, mucosas, rim e figado (FERREIRA; MATSUBARA, 1997). A glutationa
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peroxidase (GSH-Px) era considerada uma enzima responsavel apenas pela degradacdo do
H,0,, tal como a catalase. Atualmente, esta enzima, que é encontrada em muitos tecidos
animais, € considerada um dos principais sistemas antioxidantes. A GSH-Px consiste em uma
das principais responsdveis pela remo¢do de peréxido de hidrogénio gerado pelas SOD no
citosol e mitocondria (e peréxidos organicos) para seus correspondentes alcodis (FERREIRA;
MATSUBARA, 1997). Ela catalisa a reacdo de reducdo de H,O, com a glutationa reduzida
(GSH) para formar glutationa oxidada (GSSG) e dgua (A). Fisiologicamente, a GSH-Px atua
acoplada a enzima glutationa redutase (GSHRd) que, por sua vez, catalisa reducao de GSSG a

GSH, usando NADPH como coenzima (B) (MILLS, 1960; MAIORINO et al., 1990):

GSH-Px
H202 + 2GSH — GSSG + 2H20 (A)
GSHRd
GSSG + NADPH + H* — 2 GSH + NADP* (B)

A GSH (L-y-glutamil-L-cisteinil-glicina), um tripeptideo formado por residuos de
glicina, cisteina e dcido glutamico, existe em concentracdes milimolares em todas as células
humanas e desempenha outros papéis igualmente importantes no metabolismo de
xenobidticos e na sintese de leucotrienos (HALLIWELL, 1994). Pode ser considerada um dos
agentes mais importantes do sistema de defesa antioxidante da célula, protegendo-a contra a
lesdo resultante da exposicdo a agentes como fons ferro, oxigénio hiperbdrico, radia¢des

ionizantes e luz ultravioleta (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

1.8.3.3 Envolvimento do estresse oxidativo em convulsdes

Virios estudos tém sugerido que o aumento na quantidade de radicais livres e/ou a
diminuic@o na atividade das defesas antioxidantes podem ser reportados durante os processos

convulsivos (NAFFAH-MAZZACORATTI et al., 2001). Em modelos epilépticos em
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roedores, mostrou-se que o estresse oxidativo contribuiu em grande parte na morte de células
neuronais e gliais (ARNAIZ et al., 1998). A prolongada excitacdo dos neuronios durante as
convulsdes pode levar a injuria e morte celular, resultante de mecanismos bioquimicos
desconhecidos. Um plausivel mecanismo de injuria celular envolve a formagdao de uma
quantidade excessiva de ERO (REITER et al., 1997) levando a alteragdes estruturais em
proteinas celulares, membranas lipidicas, DNA e RNA (estresse oxidativo) (BENI;

MORETTI, 1995).

O processo de oxidagdo de dcidos graxos poliinsaturados da membrana celular é
denominado de lipoperoxidag¢do e pode comprometer a estrutura da membrana, danificando-a
ou eventualmente causar completa destrui¢cdo culminando com a morte celular. O cérebro é
um alvo preferencial do processo peroxidativo, pois apresenta uma grande quantidade de
acidos graxos poliinsaturados (HALLIWELL, 1994; FERREIRA; MATSUBARA, 1997,
NAFFAH-MAZZACORATTI et al., 2001).

As ERO produzidas durante as convulsdes e estado epiléptico podem também ativar os
mecanismos envolvidos na excitotoxicidade glutamatérgica in vitro (BONFOCO et al., 1995)
e in vivo (UEDA et al., 1997). A estimulacio de receptores de glutamato induz a liberacao de
oxido nitrito (NO) neuronal (NAKAKI et al., 2000). O NO desempenha um importante papel
em praticamente todos os sistemas do organismo (EISERICH et al., 1998). Embora exerca
diversas funcgdes fisioldgicas tteis, quando em excesso, 0 NO pode exercer efeitos nocivos.
Em determinadas condi¢des, o NO e o O, podem interagir, resultando na formacdo de
peroxinitrito (ONOQO"), um produto extremamente téxico. Esse composto é capaz de reagir
com diversas moléculas: proteinas, lipideos, carboidratos e 4dcidos nucléicos, danificando-as.
Além disso, seus provdveis produtos de decomposi¢do, o radical OH e o diéxido de

nitrogé€nio, dentre outros, tém semelhante potencial deletério (RADENOVIC et al., 2003).

Alguns estudos utilizando o modelo experimental de convulsdo induzida pelo PTZ
demonstraram um aumento em diversos marcadores de formagdo de espécies reativas, como
substincias reativas ao dacido tiobarbitirico (TBARS) (BASHKATOVA et al., 2003;
PATSOUKIS et al., 2004) e proteina carbonila (PATSOUKIS et al., 2004; OLIVEIRA et al.,
2004), o que sugere que a geragdo de ERO estaria relacionada com os efeitos convulsivantes e
neurotdxicos do PTZ. Por outro lado, o tratamento com antioxidantes, incluindo substancias

naturais como Oleos essenciais (ILHAN er al., 2005), foi capaz de atenuar as convulsoes
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induzidas por esse composto e/ou o dano induzido pelas espécies reativas (KABUTO;
OGAWA et al., 1998; BASHKATOVA et al., 2003). Apesar dessas evidéncias, o
envolvimento das ERO no mecanismo das convulsdes epilépticas ainda ndo estd bem

esclarecido.

1.9 Areas Cerebrais Estudadas: Corpo Estriado (CE) e Hipocampo (HIP)

O ganglio basal possui grande papel nos movimentos voluntarios normais. Esta regido
também estd envolvida na produgdo das desordens do movimento. Os quatro principais
nucleos dos ganglios da base sdo o corpo estriado, globus pallidus, substancia negra e nucleo
subtalamico. Dentro dos ntcleos da base, o corpo estriado € o principal recebedor de impulsos
de entrada provenientes do cértex cerebral, tdlamo e tronco encefélico. Seus neuronios se
projetam para o globo pélido e substincia negra. Todas as areas do cortex mandam projecoes
glutamatérgicas excitatorias para porgdes especificas do corpo estriado. Esta drea também
recebe projegdes dopaminérgicas do mesencéfalo e impulsos de entrada serotonérgicos dos
nucleos da rafe, além de uma abundante projecdo de neurdnios GABAérgicos (DELONG et

al., 2000).

O corpo estriado consiste de trés importantes subdivisdes: o nudcleo caudado, o
putamen e o estriado ventral, o qual inclui o nucleus accumbens, uma regiao envolvida com a
emoc¢do e memoria (DELONG, 2000). Embora os estudos dos niveis de catecolaminas no
ntcleo accumbens estejam centralizados na DA e NA (CHRISTIE et al., 1986), outras aminas
biogénicas tais como adrenalina também podem ser afetadas. Estas alteracoes
catecolaminérgicas no nicleo accumbens tém importantes implicacdes funcionais porque este
nucleo € considerado como a interface principal entre os sistemas limbico e motor, portanto
uma estrutura chave fazendo o fluxo entre motivacdo e agado (MOGENSON et al., 1980) e,
por isso, foi escolhida no presente estudo para a quantificacio de monoaminas e seus

metabolitos.

Tradicionalmente, o hipocampo € uma estrutura cerebral relacionada a processos
cognitivos como aprendizado e memoria (RIEDEL; MICHEAU, 2001). Estudos mostram que

esta estrutura também estd profundamente envolvida no surgimento e na disseminacdo de
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episddios convulsivos. A formacgdo hipocampal compreende quatro regides corticais: o giro
dentado, o hipocampo propriamente dito, o complexo subicular e o cértex entorrinal. Estudos
revelam que os animais com epilepsia apresentaram intensa morte neuronal predominando em
regides do hipocampo propriamente dito (SCORZA et al., 2005). O mecanismo exato através
do qual uma crise epiléptica conduziria a morte celular ainda ndao foi completamente
esclarecido. Acredita-se que a liberacao de substancias excitotoxicas em grande quantidade na
fenda sindptica, como o glutamato, ocasionaria hiperexcitabilidade neuronal com conseqiiente
morte celular. Baseado nesta teoria, é possivel explicar a susceptibilidade varidvel de
determinadas regides cerebrais a lesdo, como o hipocampo e o neocértex temporal, os quais
possuem maior quantidade de terminagdes nervosas excitatérias (BRIELLMANN et al.,
2001). Nesse contexto, considerando as possiveis alteragdes neuropatolégicas encontradas na
citoarquitetura hipocampal em animais durante episddios convulsivos (SCORZA et al., 2005),
no presente estudo resolvemos investigar a participagido do estresse oxidativo induzido pelo

PTZ nesta area cerebral.

1.10 Produtos Naturais e Gastroprotecao

Como referido anteriormente, no mundo inteiro muitas espécies vegetais t€ém sido
utilizadas na medicina popular para o tratamento de diversas enfermidades, dentre elas, os
distirbios gastrintestinais (LANFRANCO, 1992; UNESCO, 1996, 1998; SILVA et al., 2006).
Usnea longissima consiste em uma espécie empregada no tratamento tradicional de ulceras
pépticas em vdrias cidades do mundo. O efeito antiulcerogénico do extrato aquoso obtido
dessa espécie foi investigado experimentalmente em ratos, onde se observou efeito protetor
contra ulceras, o qual foi atribuido ao potencial antioxidante da mesma (HALICI et al., 2005).
Campomasia xanthocarpa, espécie conhecida popularmente no Brasil pelo nome de
“gabiroba”, é usada no tratamento convencional de doencas gastricas e a administragdo oral
do extrato hidroalcodlico de suas folhas demonstrou efetiva agdo gastroprotetora em ratos
(MARKMAN et al., 2004). No entanto, o uso e a comercializacdo dessas espécies vegetais,
sobretudo em paises em desenvolvimento como o Brasil, ttm precedido a avaliacdo

farmacoldgica e toxicologica (PETROVICK, 1999).
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A grande variedade de substincias isoladas de produtos naturais, que exercem
atividade antiulcerogénica e contra distirbios do TGI, apresenta estruturas quimicas diversas
e distintos mecanismos de acado (SCHMEDA-HIRSCHMANN; YESILADA, 2005). Lactonas
sesquiterpénicas, isoladas de Artemisia douglasiana, demonstraram atividade antiulcerogénica
atribuida & producdo de muco e de compostos sulfidrilas (GUARDIA et al., 1994). Estudos
realizados no Laboratdrio de Produtos Naturais da Universidade Federal do Ceara (LPN-
UFC) evidenciaram a acdo gastroprotetora de uma variedade de plantas medicinais e de seus
principios ativos isolados, dentre eles o monoterpeno 1,8-cineol (SANTOS; RAO, 2001), as
resinas o- e P-amirina isoladas de Protium heptaphyllum (OLIVEIRA et al., 2004) e a
ternatina, um flavondide isolado de Egletes viscosa Less (macela) (RAO et al., 1997).
Recentes estudos realizados em nosso Laboratorio (Neurofarmacologia, UFC) também
evidenciaram a a¢do gastroprotetora de diversas substancias isoladas de plantas, dentre elas
estdo a riparina I, o Dehidrodieugenol (DDE) e os monoterpenos a-bisabolol e (-)-mentol,
cujas acoes de gastroprote¢do foram atribuidas a variados mecanismos de a¢ao, envolvendo
PGs, canais de potédssio, NO e atividade antioxidante (dados sob processo de publicacdo).
Nesse contexto, devido a sua ampla utilizacdo na medicina popular, as plantas medicinais e 0s
compostos isolados a partir delas apresentam relevancia farmacoldgica como agentes

terapéuticos de desordens géstricas (SCHMEDA-HIRSCHMANN; YESILADA, 2005).

1.11 Lesao Gastrica e Mecanismos de Gastroprotecao

1.11.1 Etiologia das lesdes gastricas

A ulcera € definida como uma abertura na mucosa do trato digestivo, que se estende
através da musculatura da mucosa a submucosa ou mais profundamente (THOMOPOULOS
et al., 2004). Ulcera péptica é uma denominagio genérica, comumente utilizada para designar
as ulceras que surgem principalmente no estdmago e no intestino e, por isso, recebe também a
designacdo de ulcera gastroduodenal, embora possa ocorrer em qualquer nivel do trato
gastrointestinal. Individualmente, uma ulcera no estdomago é denominada de ulcera péptica

gdstrica (ou ulcera gdstrica), enquanto uma ulcera na parte superior do intestino delgado, ou
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duodeno, recebe o nome de tlcera péptica duodenal (ou udlcera duodenal) (DAYAL; LELLIS,
1989).

As tlceras ocorrem mais freqiientemente no duodeno (dlcera duodenal), onde mais de
95% estao localizadas na sua primeira porcdo, € 90% préximo a juncdo do piloro com a
mucosa duodenal. No estdmago (dlcera gastrica), as ulceras se localizam mais comumente no
antro (60%) e na jun¢do do antro com o corpo, na pequena curvatura (25%). A incidéncia de
ulceras gastricas parece ser ligeiramente maior em homens em relagdo as mulheres
(ABITBOL, 2007). Embora menos prevalente do que a udlcera duodenal, a tlcera gastrica
(0,1% da populacao em paises desenvolvidos) apresenta maior grau de mortalidade e

morbidade associados, resultantes de hemorragias, perfuracdes e obstrucdes (SIVRI, 2004).

De acordo com Glavin e Szabo (1992), acreditava-se que a secrecdo de dcido gastrico
era o principal fator envolvido na ulceracdo da mucosa gastrica. Contudo, em 1987, Isenberg
e colaboradores demonstraram que pacientes com ulcera duodenal apresentavam também
diminui¢do da secrecao de bicarbonato. Dessa forma, percebeu-se que nio s6 o excesso de um
fator agressivo, mas também, a deficiéncia de um mecanismo de defesa estava contribuindo
com a ulceracdo da mucosa. Atualmente, estd bem estabelecido que independentemente da
etiologia da ulcera, esta € formada quando ocorre um desequilibrio entre os fatores de defesa
da mucosa (bicarbonato, muco, prostaglandinas, fluxo sanguineo, 6xido nitrico, fatores de
crescimento, etc.) e fatores agressivos, que compreendem os agentes quimicos enddgenos
(acido cloridrico/HCI, pepsina) ou exdgenos (etanol, anti-inflamatérios ndo esteroidais), e

agentes bioldgicos (Helicobacter pylori) NATALE et al., 2004; DEMBINSKI et al., 2005).

Geralmente, os estimulos lesivos sobre a mucosa, responsdveis pela formacdo de
ulceras pépticas, sdo acompanhados por danos microvasculares locais, com conseqiiente
isquemia, diminui¢do da distribuicdo de nutrientes, formacdo de radicais livres e necrose
tecidual (TARNAWSHI, 2005). Sob condi¢cdes de estresse, o SNC € alterado com
estimulacdo do hipotidlamo e do centro medular causando alteracoes na motilidade
gastrointestinal, aumento da secrecdo acida e de pepsina, alteracdo da liberacdo de substancias
enddgenas como glicocorticides, catecolaminas e histamina; e também alteracdes da
microcirculagdo causando isquemia, que provocam diminui¢do da vitalidade das células
gdstricas e de capilares, levando a necrose e ao desenvolvimento de dlceras (PACHALY et

al., 1993).
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A identificacdo e isolamento da bactéria Helicobacter pylori pelos pesquisadores
Marshall e Warren, em 1982, proporcionou um enorme desenvolvimento no conhecimento
acerca da ulcera péptica (MARSHALL; WARREN, 1984). A infeccdo gastrica pela H. pylori
€ hoje responsavel por mais de 90% dos casos de tulcera duodenal e 70% dos casos de ulcera
gastrica (SIVRI, 2004). Embora a patogénese da doenca ulcerosa nao esteja completamente
esclarecida, a infeccao pelo H. pylori leva a alteragdes importantes da fisiologia géstrica, em
especial dos mecanismos de secrecdo dcida que estdo intimamente ligados a génese da doenca

(QUEIROZ et al., 1993; CRABTREE et al., 1995; HOOGERWERF; PASRICHA, 2006).

Outra etiologia fortemente associada a ulcera péptica consiste no consumo de
medicamentos que inibem a producdo de prostaglandinas, como os anti-inflamatérios nao
esteroidais (AINES), os quais promovem danos a mucosa gdstrica, constituindo um fator de
risco para eventos adversos como ulceragdo, sangramento e perfuragido gastrica (WHITTLE,
2004; NEWTON, 2005). O uso destes medicamentos constitui a segunda forma mais comum
de doenca ulcerosa, especialmente na populacdo idosa, embora 85 % destas ulceras nao
tenham impacto relevante na clinica. A incidéncia dos efeitos gastrintestinais graves e
potencialmente fatais (hemorragia e perfuragao) é de cerca de 2 % por ano, podendo atingir
10 % em utilizadores de AINES que acumulem outro fator de risco acrescido para gastropatia
(BRAZER et al., 1990). O elemento critico da agdo lesiva dessas drogas consiste,
principalmente, na supressdo da forma constitutiva da ciclooxigenase (COX-1) na mucosa,
mas também da forma induzida (COX-2) (WALLACE et al., 2000), com conseqiiente
producdo diminuida das prostaglandinas citoprotetoras, PGE2 e PGI2. No estdmago, as PGs
tém um papel vital na protecio da mucosa (HAWKINS; HANKS, 2000), como descrito em

maiores detalhes adiante.

Doencas do trato gastrointestinal relacionadas ao alcool também possuem um papel
importante na gastroenterologia clinica. A lesdo da mucosa gastrica ocorre devido a uma
diminuicdo de fun¢do da barreira de muco, a principal prote¢do contra o dcido géstrico. Altas
concentracoes de etanol levam a um aumento da permeabilidade epitelial, como conseqii€éncia
da re-difusdo de fons H+ através da mucosa lesada, e a danos da mucosa, principalmente
devido aos distirbios vasculares e diminui¢ao do fluxo sangiiineo local (SIEGMUND et al.,
2003). O etanol também induz estresse oxidativo, danos ao DNA e diminuicdo dos

grupamentos sulfidrilicos nao-protéicos (GSH) das células, que consistem em um dos mais
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importantes fatores de protecao da mucosa gastrica (REPETTO; LLESUY, 2002). De fato, as
ERO tém sido reportadas como mediadoras dos distirbios microvasculares que precedem as

lesdes da mucosa géstrica induzidas por etanol, e também por AINEs e estresse (RASTOGI et

al., 1998; REPETTO; LLESUY, 2002).

Ainda, diversos outros fatores também favorecem o surgimento de ulcera¢do na
mucosa gastrica. Entre eles estdo o aumento de secrecdo gdstrica de dcido, aumento das
catecolaminas circulantes, isquemia da mucosa géstrica, fatores genéticos e o estilo de vida
(que engloba o estresse, uso abusivo de dlcool, fumo e hébitos alimentares) (BAGGIO et al.,

2003; ELLIOT ; WHITTLE, 2004). ).

1.11.2 Mecanismos de protecdo géstrica

Em condigdes fisioldgicas, a integridade da mucosa géstrica é mantida devido a um
balanco entre fatores agressores e mecanismos de defesa (ABDEL-SALAM et al., 2001;
WALLACE et al., 2001a ). Os mecanismos de defesa da mucosa gastrointestinal podem ser
divididos em pré-epitelial, epitelial e subepitelial, que funcionam em conjunto para prevenir a
lesdo. Esta divisdo € arbitraria e realizada apenas para fins didaticos, pois as fungdes epiteliais
como um todo funcionam em conjunto para prevenir as lesdes (FLEMSTROM; ISENBERG,
2001).

De uma maneira geral, a protecdo gastrica pré-epitelial € realizada pela barreira muco-
bicarbonato. O epitélio gastrico € coberto por uma camada continua de muco e bicarbonato,
0s quais constituem a primeira linha de defesa da mucosa do estdmago e duodeno contra
agentes nocivos como o HCI, a pepsina luminal e outros agentes lesivos (MOJZIS et al.,
2000; BI; KAUNITZ, 2003). O muco ¢ secretado por células secretoras de muco encontradas
entre as células epiteliais superficiais por toda a mucosa gastrica. Consiste de um gel viscoso,
elastico, aderente e transparente formado por 95% de édgua e 5% de glicoproteinas
(REPETTO; LLESUY, 2002). As células epiteliais superficiais secretam também um liquido
aquoso contendo fons bicarbonato (HCO3-). O Bicarbonato € retido no muco viscoso,
tornando alcalina a camada mucosa e criando um gradiente de pH de 6-7 na superficie

mucosa, mesmo com o pH na luz do estdbmago sendo extremamente dcido (1-3). A secrecao
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de muco e HCO3- € induzida por estimulo colinérgico, pelas PGs e pela presenca de um baixo
pH luminal (FLEMSTROM; ISENBERG, 2001). Assim, o gel mucoso protetor que se forma
sobre a superficie luminal do estdmago e as secre¢cOes alcalinas nele contidas constituem a

barreira muco-bicarbonato de prote¢do géstrica.

A segunda linha de defesa da mucosa gastrica € realizada pelas células epiteliais
(defesa epitelial). As células epiteliais géstricas tém propriedades intrinsecas de protecdo tanto
por sua disposicdo anatdmica quanto por sua constituicdo bioquimica (SZABO, 1991). As
propriedades fisicas da membrana das células apicais (fosfolipidios anféteros) e as juncdes
intercelulares sdo responsdveis pela prevencdo da difusdao dos fons H+ na mucosa e pela
resisténcia aos agentes hidrofilicos agressores, tais como a aspirina, promovendo assim uma
barreira fisica de protecdo gastrica (SHORROCK; REES, 1988; FORSELL, 1988). Porém,
quando as barreiras géastricas sdo destruidas e ocorre a morte celular, as células necréticas
podem ser repostas pela migracao das células epiteliais sobreviventes nas bordas da lesdo ou
pela divisdo das células do colo glandular que migram até o lumen e diferenciam-se em
células epiteliais superficiais (SZABO, 1991; WALLACE; GRANGER, 1996). Desta forma,
os fatores de crescimento que estimulam importantes elementos celulares de cicatrizacdo da
ulcera, como a angiogénese, formacdo de tecido de granulacdo e re-epitelizacdo, sao

relevantes componentes da prote¢do epitelial (SZABO; VINCZE, 2000).

Juntamente com os aspectos anatomicos da gastroprotecdo epitelial, os aspectos
bioquimicos sdo também de fundamental importancia para esta protecdo. Como referido
anteriormente, ERO s@o geradas constantemente nas células durante alguns processos, como
na cadeia transportadora de elétrons (na fosforilacdo mitocondrial), durante o metabolismo de
xenobidticos e durante a resposta inflamatéria. Assim, defesas celulares antioxidantes sdao
também necessdrias para manter a homeostase celular géstrica (ZHU; KAUNITZ, 2008). De
maneira semelhante as demais células do corpo, o estresse oxidativo gdstrico pode ser
prevenido tanto por acdo enzimatica (SOD, catalase e GPx), quanto por defesas antioxidantes
quimicas (vitaminas, flavondides da dieta, carotendides e GSH) (CNUBBEN et al., 2001;
MOZSIK et al., 2007). Como citado anteriormente, a GSH participa em muitos aspectos do
metabolismo oxidativo, incluindo remocao de hidroperdxidos, protecdo contra radiagdo
ionizada, manutencdo do padrdo fisiolégico de proteinas sulfidrilicas e condensacdo com
xenobidticos ou compostos reativos enddgenos, para ajudar na sua detoxificacdo e excregao.

Desta forma, no epitélio gastrico, a GSH atua como um “varredor” de radicais livres e de
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substancias toxicas ingeridas na alimentacdo e/ou produzidas diretamente no TGI. Assim, a
manutencdo das concentragdes de GSH normais contribui seriamente para integridade da

mucosa gastrica (SHIRIN ez al., 2001).

Recentemente, o 6xido nitrico tem sido também reconhecido como um mediador
fundamental nos mecanismos de defesa gastrica. De fato, varios estudos demonstraram que as
lesdes na mucosa géstrica induzidas por agentes quimicos sdo reduzidas pela administracio de
NO e agravadas com a sua remoc¢do (CHO, 2001; UCHIDA et al., 2001). Este efeito tem sido
relacionado a habilidade do NO de aumentar o fluxo sangiiineo da mucosa e a producao de
muco, além de inibir a aderéncia de neutrdfilos as células endoteliais e participar do controle
da secrecdo 4cida e alcalina (CORUZZI et al., 2000; BAYIR et al., 2006). O NO ¢ sintetizado
pela NO sintase (NOS) a partir do oxigénio molecular (O;) e L-arginina. Existem trés
isoformas conhecidas da NOS: uma forma induzida - iNOS (expressa em macréfagos, células
de Kupffer, neutréfilos, fibroblastos, muisculo liso vascular e células endoteliais, em resposta
a estimulos patoldgicos como microorganismos invasores) € duas ditas constitutivas (cNOS),
que estdo presentes em condi¢des fisiologicas no endotélio (eNOS) e nos neurdnios (nNOS)

(CHO, 2001; UCHIDA et al., 2001).

Estudos demonstraram que a administracao de L-NAME (L-nitro arginina metil-€ster,
um inibidor da NOS) acentua as lesdes géstricas induzidas por etanol, enquanto doadores de
NO (ex.: nitroprussiato) reparam as lesdes induzidas por etanol em ratos (BULUT et al.,
1999). No entanto, alguns estudos trazem informagdes contraditérias a respeito do papel do
NO no trato gastrointestinal (HASEBE et al., 2001). Takeuchi e colaboradores (1993)
mostraram que a inibi¢do da producdo de NO pela administragdo de L-NAME aumentou a
secrecdo de fons bicarbonato, protegendo, desta forma, a mucosa duodenal contra a acidez
gastrica. Recentes estudos demonstram que o NO atua de maneira bifdsica na resposta
ulcerogénica da mucosa gastrointestinal dependendo da isoforma da NOS envolvida, ou seja,
o NO produzido pela ctNOS apresentaria efeito protetor, e o NO origindrio da iNOS teria um

efeito proulcerogénico (NISHIO et al., 2006).

As prostaglandinas endogenas (PGs), principalmente as da série E (E, e E)) e a PGL,

também desempenham importante papel na defesa da mucosa gastrintestinal (MAITY et al.,
2003; ZHU; KAUNITZ, 2008). A prostaglandina E2 (PGE2) e a prostaciclina (PGI2)

constituem as principais prostaglandinas sintetizadas pela mucosa gastrica. Apresentam
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efeitos citoprotetores como conseqiiéncia de varios mecanismos indiretos, como o aumento da
producdo de muco e bicarbonato que recobrem as células epiteliais, a inibicdo da motilidade
gdstrica, a inibicdo da secrecdo dcida gastrica, a manuten¢do do fluxo sanguineo gastrico, a
inibicdo da apoptose, a inibicdo da ativagdo de mastdcitos, € a diminui¢cdo da aderéncia

leucocitaria ao endotélio vascular (ATAY et al., 2000).

As prostaglandinas sdo sintetizadas a partir do &4cido araquidonico, através das
enzimas ciclooxigenases (COX). Estd bem estabelecido que existam pelo menos duas
isoformas distintas da COX, denominadas COX-1 (constitutiva) e COX- 2 (induzida)
(PESKAR, 2001). A isoforma COX-1, provavelmente, promove a produ¢ao de PGs protetoras
da mucosa gastrica, as quais possuem um papel importante na manutencdo da homeostase
(RODRIGUEZ-TELLEZ et al., 2001). A expressio da COX-2 geralmente é baixa sob
condi¢des basais e se eleva em certas condi¢des patofisioldégicas como a inflamacao, dano
tecidual e transformacgao maligna (PESKAR, 2001). Recentemente, foram descritas variantes

da COX-1, uma das quais foi chamada de “COX-3" (KIS et al., 2006).

Virios estudos t€m especulado acerca da contribuicdo da COX-2 nos mecanismos de
defesa da mucosa géstrica e de cicatriza¢do de ulceras (WALLACE et al., 2000; PERINI et
al., 2003; JUGDUTT, 2007). Enquanto a isoforma COX-1 produz a maior parte das
prostaglandinas na mucosa géstrica normal, refere-se que a COX-2 atua como um fator
importante na cicatrizacdo das ulceras, desempenhando portanto, importante papel na
gastroprotecio (WALLACE, 2001b). Estudos prévios sugerem que a inibicdo da COX-2
aumenta o tempo de cicatrizagdo das ulceras tanto por via dependente quanto independente de
prostaglandinas (PERINI et al., 2003). Segundo Wallace (2001b), em pacientes com tlceras
pré-existentes, tem-se sugerido utilizar derivados de anti-inflamatérios ndo esteroidais
(AINEs) que liberam NO ao invés de inibidores seletivos de COX-2, pois estes “NO-AINEs”
ndo interferem na cicatrizacdo das ulceras e, em alguns casos, podem acelerar sua

cicatrizagao.

A protecdao em nivel subepitelial € dada pelo fluxo sanguineo, que protege a mucosa
por assegurar a chegada de uma quantidade 6tima de oxigénio, nutrientes e bicarbonato.
Evidéncias experimentais tém enfatizado o papel do fluxo sanguineo e, em particular a
microcirculagdo na patogénese de injirias na mucosa gastrica. Quando o 4cido gastrico ou

outro agente irritante invade o compartimento subepitelial, neur6nios sensoriais aferentes sao
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capazes de disparar um rdpido aumento no fluxo sangiiineo da mucosa que permite o
tamponamento do dcido e uma rapida remog¢ao de substancias toxicas, limitando, desta forma,
sua penetracdo em camadas mais profundas da mucosa (WALLACE; GRANGER, 1996).
Estudos com o NO também foram realizados para avaliar sua participacdo na motilidade
gastrointestinal e no fluxo sanguineo gastrico. Enquanto o papel do NO na motilidade
gastrointestinal € fortemente controlado pela nNOS, os efeitos nas fung¢des vasculares
ocorrem, em maior parte, através da eNOS. A maior parte do fluxo sanguineo do trato
gastrointestinal entra pela vasculatura mesentérica e € regulado, em grande parte, pelas
arteriolas. O papel do NO neste processo foi evidenciado por inibidores de NO, que reduziram
o fluxo sanguineo em artérias mesentéricas (KUSAYAMA et al., 1996). De maneira similar
ao NO, as prostaglandinas também desempenham importante papel no controle do fluxo

sanguineo da mucosa gastrica (FORSELL, 1998).
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2 RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

O uso de plantas medicinais no tratamento de diversas enfermidades tem sido relatado
desde os primérdios da humanidade. A utilizacdo das substancias ativas isoladas de plantas e
de seus extratos vegetais como prototipos para a obtencdo de farmacos, de adjuvantes, ou
ainda, de medicamentos fitoterdpicos, tem despertado crescente interesse da industria
farmacéutica na producdo de agentes terapéuticos de origem natural, inclusive em paises de

clima tropical, como o Brasil, que apresenta a maior biodiversidade do mundo.

O isopulegol, um monoterpeno isolado de varias espécies de plantas e utilizado como
ingrediente de perfumes, apresentou em estudos preliminares possivel efeito depressor em
nivel de SNC, provavelmente relacionado ao sistema GABA/BZP. Considerando que estes
efeitos foram pouco estudados, aliado ao fato de que pesquisas pré-clinicas sdo essenciais
para o desenvolvimento de novas terapias e para o estudo da neurobiologia dos transtornos
mentais, no presente estudo, nds resolvemos investigar as acdes comportamentais do
isopulegol em varios modelos experimentais relacionados com a acdo central, sobretudo a
ansiedade e depressdo. Para corroborar com os resultados de tais experimentos, sendo o corpo
estriado uma 4rea cerebral com importante papel no movimento voluntario e, portanto,
frequentemente utilizado em estudos das desordens do humor, cogni¢do e comportamento, no
presente estudo foi também realizada a quantificacio das monoaminas cerebrais e seus

metabolitos em corpo estriado de animais tratados com isopulegol.

Diversos estudos tém também relatado a acdo de produtos naturais, como o0s
monoterpenos, contra episédios convulsivos, alguns tipos de doengas degenerativas e varios
tipos de canceres, acdes estas frequentemente atribuidas, em parte, as propriedades
antioxidantes desses compostos. Diante da crescente busca por novos farmacos mais eficazes
e seguros contra episddios convulsivos, estes dados nos levaram também a investigar o

potencial anticonvulsivante e antioxidante do isopulegol.

Por fim, um relevante nimero de estudos tem evidenciado a acdo gastroprotetora de
diferentes terpenos. Drogas inibidoras de bomba protonica sdo efetivas e muito utilizadas no

tratamento de lesdes gastrintestinais; porém, o uso prolongado desses farmacos pode levar a



57

risco de cancer. Isso demonstra a necessidade de estudos adicionais para a compreensao desta
condic¢ao clinica, assim como para a busca por métodos e tratamentos capazes de promover a
sua total remissdo de forma segura e eficaz. Nesse contexto, no presente estudo, nos
resolvemos também investigar o potencial gastroprotetor do isopulegol em camundongos e

analisar os possiveis mecanismos envolvidos nesta agao.
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3 OBJETIVOS GERAIS

Para facilitar a leitura e compreensao do presente estudo, 0 mesmo foi dividido em

trés capitulos, cujos objetivos gerais estdo listados a seguir.

Capitulo I:

% Investigar o potencial farmacolégico do isopulegol em modelos de acdo no sistema
nervoso central, bem como determinar a concentragdo de monoaminas € seus
metabodlitos em corpo estriado de camundongos apds administracdo aguda de

isopulegol.

Capitulo I1:

% Investigar o potencial anticonvulsivante e antioxidante do isopulegol nas convulsdes
induzidas por pentilenotetrazol em camundongos e verificar possiveis mecanismos de

acdo envolvidos.

Capitulo III:

¢ Investigar o potencial antiulcerogénico do isopulegol em modelos experimentais de
ulcera gastrica em camundongos e verificar os possiveis mecanismos de acgdo

envolvidos.
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4 MATERIAIS, ANIMAIS, DROGAS E ANALISE ESTATISTICA

4.1 Principais materiais e drogas utilizados nos experimentos

Material

Marca / Modelo

- Balanga analitica

Modelo HS, Mettler, Suica

- Balanga para animais

Filizola, Brasil

- Banho Maria

Modelo 102/1, FANEN, SP, Brasil

- Bomba para HPLC LC-10AD Shimadzu Corp., Japan

- Centrifuga refrigerada Modelo Marathon 26 KMR, Fisher
Scientific

-Cubetas de plastico para leitura em | Sarstedt, Alemanha Oriental

espectrofotometro

- CronOmetro Incoterm, Brasil

- Deionizador USF, Elga, USA

- Detector eletroquimico

L-ECD-6% Shimadzu Corp., Japan;

- Espectrofotometro

Modelo Beckman DU 640B, Fullerton, CA,
USA

- Equipamento da Placa Perfurada

Ugo Basile, Italy

- Equipamento de Campo Aberto

Fabrica¢ao nao industrial

- Equipamento de Labirinto em cruz elevado

Fabrica¢ao nao industrial

- Equipamento do Rota Rod

Ugo Basile, Italy

- Pipetas Automaéticas

H.E., Dinamarca

- Ponteiras para pipetas automaticas

Sigma

- Recipiente do Nado Forcado

Fabrica¢ao nao industrial

- Vidrarias

Pirex, Brasil

-Freezer a — 70 °C

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

Quadro 2 - Materiais utilizados
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Droga Dose/Concentracao Via Origem

Diazepam 1 ou 2 mg/kg 1.p. Unido Quimica/Brasil
Flumazenil 2,5 mg/kg ip. Unido Quimica/Brasil

Capitulo 1 Imipramina 10 ou 30 mg/kg i.p. Geigy
Isopulegol 25 e 50 mg/kg i.p. e v.o. Dierberger/Brasil
Pentobarbital 40 mg/kg i.p. Abbot
Diazepam 1 mg/kg i.p. Unido Quimica/Brazil
Flumazenil 2,0 mg/kg ip. Unido Quimica/Brazil

Capitulo 2
Isopulegol 25,50, 100 e 200 mg/kg | i.p.ev.o. Dierberger/Brazil
Pentilenotetrazol 99 mg/kg s.C. Unido Quimica/Brazil
Ciproeptadina 10 mg/kg L.p. Sigma-Brasil
Etanol absoluto PA v.0. CPQ-Brazil
Ghbgnclamlda (4% 10 mg/kg ip. Sigma-USA
de glicose)

Capitulo 3 Indometacina 10 e 20 mg/kg v.0. Sigma-USA
Isopulegol 25,50, 100 e 200 mg/kg v.0. Dierberger/Brazil
L-NAME 10 mg/kg ip. Sigma-USA
NAC 750 mg/kg 1.p. Unido Quimica-Brasil
Ranitidina 20 mg/kg ip. Unido Quimica-Brazil

Quadro 3 - Drogas utilizadas

4.2 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss machos com peso variando entre 25-30 g

provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do Ceard. Durante todos os

experimentos os animais foram mantidos em gaiolas com no méaximo 30 animais, em

condi¢des ambientais semelhantes, com ciclos de alternancia claro/escuro de 12 horas, com
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temperatura em torno de 25 °C, recebendo racdo tipo Purina e agua ad libitum. Os
experimentos foram realizados de acordo com o guia de cuidados com o uso de animais de
laboratério e ética para investigacdo de dor experimental em animais conscientes
(ZIMMERMANN, 1983) e foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisas Animais da
Universidade Federal do Ceara (UFC).

4.3 Preparo das Drogas

O isopulegol foi separado e obtido por coluna de cromatografia de grade técnica
(isopulegol/Dierberger - Brazil). Todo o processo de purificacao foi realizado pelo laboratério
de produtos naturais da Universidade Federal da Paraiba, sob a supervisao do Prof. Dr.
Damido Pergentino de Sousa, o qual nos forneceu gentilmente o isopulegol isolado e
purificado para a realizagdo deste estudo. As doses da substancia teste foram escolhidas a
partir da realizacdo de experimentos prévios em estudo piloto. As doses das demais drogas

foram utilizadas de acordo com estudos previamente descritos na literatura pertinente.

Para a realizacao dos experimentos, o isopulegol foi emulsificado com Tween 80 a 3
%, dissolvido em dgua destilada e administrado via intraperitoneal ou oral nas doses de 25,
50, 100 e 200 mg/kg, dependendo do protocolo experimental utilizado. Os grupos controles
receberam veiculo (solugdo salina a 0,9 % em 3% de Tween 80). As demais drogas utilizadas
na investigacdo de acdo central e atividade anticonvulsivante, tais como o diazepam (1 ou 2
mg/kg), imipramina (10 mg/kg ou 30 mg/kg), pentobarbital sdédico (40 mg/kg),
pentilenotetrazol (99 mg/kg) e flumazenil (2,5 mg/kg) foram dissolvidas e diluidas
diretamente em 4gua destilada. Para a investigacdo da atividade gastroprotetora, foi utilizado
etanol absoluto; a indometacina (10 ou 20 mg/Kg) foi suspensa em 0,5% de
carboximetilcelulose e dissolvida em dgua destilada. L-NAME (N (G)-nitro-L- arginine
methyl ester, 10 mg/kg), ciproeptadina (10 mg/kg), ranitidina (20 mg/kg), NAC (N-acetyl
cysteine, 750 mg/kg) e glibenclamida (10 mg/kg, preparada em 4% de glicose), foram

dissolvidas em agua destilada.
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4.4 Analises estatisticas

A andlise estatistica dos dados foi realizada através do software GraphPad Prism
versdao 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) seguido pelo teste de
Student Newman Keuls (post hoc), sendo os valores representados pela Média + Erro Padrao
da Média (EPM). Os dados ndo-paramétricos foram analisados pelo mesmo programa
utilizando o teste Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunns (post hoc), sendo os valores
representados como mediana (+ valor minimo e valor maximo). O critério de significancia
utilizado foi p < 0,05. Os asteriscos (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001) caracterizam o grau

de significancia, assim como os demais simbolos #, a e b utilizados.
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5 CAPITULOS

5.1 Capitulo I - Investigacao dos Efeitos Centrais da Administracao Aguda de Isopulegol

em Camundongos

5.1.1 Introducdo

A sadde mental e a promocao do bem-estar psicoldgico é um assunto de importancia
crescente nas sociedades contemporaneas, sendo a ansiedade e a depressdo os transtornos
mais freqilientes na prética clinica psiquidtrica (ANDREWS et al., 2000; BEARD et al., 2008;
KANTORSKI, 2008). Nesse contexto, diversos estudos tém sido realizados no mundo inteiro
visando a descoberta de novas alternativas terap€uticas para tais transtornos (IRIE et al.,
2004; KLODZINSKA et al., 2004; DE SOUSA et al., 2006b; RABBANI et al., 2008),
incluindo os estudos realizados por nosso grupo (SOUSA et al., 2004, 2005a, 2005b; MELO
et al., 2000).

Como referido anteriormente, o (-)-isopulegol é um monoterpeno édlcool encontrado
em Oleos essenciais de varias espécies de plantas (VERNIN ez al., 2004; PAIK et al., 2005) e
tem sido usado na manufatura de perfumes e aromatizantes (CHUAH et al., 2001). Porém, o
seu principal uso € como intermedidrio sintético na preparacdo do mentol, um composto de
grande utilidade em industrias farmacéuticas, cosméticas, dentre outras (SERRA et al., 2003).
Foi sugerido que o isopulegol apresenta possivel efeito depressor no SNC, enquanto o mentol,
o seu analogo estrutural, demonstrou uma possivel acdo psicoestimulante (UMEZU et al.,
2001; UMEZU; MORITA, 2003). No entanto, estudos investigando as propriedades

farmacoterapéuticas do isopulegol em nivel de SNC sdo escassos na literatura.

Assim, no presente capitulo é abordada a investigacdo dos efeitos do isopulegol em
modelos experimentais de acdo no SNC, em especial, aqueles referentes a ansiedade e

depressao.
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5.1.2 Objetivos especificos

> Investigar os efeitos da administracdo aguda do isopulegol no sistema nervoso central,

através do estudo das alteracdes comportamentais de camundongos nos seguintes modelos:

e Labirinto em cruz elevado (Plus maze)
e Campo aberto

¢ Placa perfurada (hole board)

¢ Nado forcado

e Suspensdo da cauda

® Rota rod

e Tempo de sono induzido por pentobarbital

> Investigar a possivel participagdo do sistema GABAérgico na atividade ansiolitica do
isopulegol.
> Determinar a concentracdo de monoaminas e seus metabdlitos em corpo estriado de

camundongos apds administracdo aguda de isopulegol.



65

5.1.3 Métodos

5.1.3.1 Investigacdo de Atividade no SNC em Testes de Ansiedade e Depressao

» Protocolo experimental

Antes da realizagdo dos experimentos, os animais foram colocados em um ambiente
fechado, desprovido de barulho externo e com a temperatura constante (24 + 1° C), de modo
que se adaptassem com o ambiente. O teste do labirinto em cruz elevado (LCE ou plus maze)
e do campo aberto foram realizados sob iluminacao de baixa densidade (lampada vermelha de
15 W). Os animais foram tratados com o isopulegol nas doses de 25 e 50 mg/kg, 30 minutos
(i.p.) ou 1 hora (v.0.) antes dos experimentos. Os grupos controles receberam veiculo (solucao
salina a 0,9% com 3 % de Tween 80, i.p. ou v.0.) no mesmo volume dos grupos tratados com

a substancia teste (10 ml/kg).

De acordo com a literatura, os benzodiazepinicos, tais como o diazepam, agem como
ansioliticos (em doses baixas) e anticonvulsivantes, produzindo também sedacdo e efeito
relaxante muscular em doses mais altas (ONAIVI et al., 1992; WOLFFGRAMM et al., 1994).
Por esta razdo, no presente trabalho, foram utilizadas diferentes doses de diazepam nos testes
realizados. Diazepam 1 mg/kg, i.p. foi utilizado como referéncia ansiolitica nos testes do
labirinto em cruz elevado e placa perfurada, e diazepam 2 mg/kg, 1.p., no campo aberto, como
referéncia sedativa. Diazepam 2 mg/kg, i.p., foi usado também no modelo do rota rod, como
padrdo 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 convulsao induzida por

pentilenotetrazol como padrdo para atividade sedativa e anticonvulsivante, respectivamente.

Com a finalidade de investigar o mecanismo de acdo do isopulegol, em um grupo
adicional, os animais receberam flumazenil (2,5 mg/kg, i.p.), um antagonista do receptor
benzodiazepinico, 15 min antes do isopulegol (25 e 50 mg/k, 1.p.) ou do diazepam (1 mg/kg,

1.p.). Ainda, em alguns modelos comportamentais, tais como campo aberto, labirinto em cruz
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elevado, tempo de sono e convulsdo, apds a observagao de cada animal, foi utilizado dlcool a

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

» Teste do Labirinto em Cruz Elevado (LCE) ou Plus Maze

O labirinto em cruz elevado para camundongos (LISTER, 1987) consiste de dois
bracos abertos opostos (30 x 5 cm) e dois fechados (30 x 5 x 25 cm), também opostos, em
forma de cruz. Os bragos abertos e fechados estdo conectados entre si por uma plataforma
central (5 x 5 cm), elevada a 45 cm do chdo. A plataforma e as paredes laterais dos bragos
fechados sdo confeccionadas em acrilico transparente € o chdo em acrilico preto. Apds 30
(i.p.) ou 60 (v.0.) minutos dos tratamentos, os animais foram colocados no centro do aparelho
com a cabeca voltada para um dos bracos fechados e o seu comportamento observado por 5
minutos. As medidas comportamentais registradas no LCE foram: nimero de entradas nos
bragos abertos e bragos fechados (NEBA e NEBF) e tempo de permanéncia do animal em

cada um desses bracos (TPBA e TPBF). Para este teste, foram utilizados 10-15 animais por

grupo.

Subseqiientemente, com a finalidade de investigar o0 mecanismo de a¢@o do isopulegol,
um grupo de animais foi tratado com flumazenil (2,5 mg/kg, i.p.) 15 min antes de receberem
veiculo (solugdo salina a 0,9% com 3 % de Tween 80, i.p.) (FLU-2,5 + veiculo); dois outros
grupos receberam flumazenil (2,5 mg/kg, i.p.) 15 min antes da administracdo de isopulegol
(25 e 50 mg/kg, i.p.) (FLU-2,5 + ISO-25 e FLU-2,5 + ISO-50); um outro grupo de
camundongos recebeu flumazenil (2,5 mg/kg, i.p.) 15 min antes do diazepam (1 mg/kg, i.p.)
(FLU-25 + DZP-1). Os grupos controles receberam apenas veiculo ou diazepam (1 mg/kg,
1.p.) Os grupos experimentais foram conduzidos ao labirinto 30 min apds a administracdo dos
tratamentos. A dose do flumazenil foi utilizada de acordo com estudo previamente descrito

(NASSIRI-ASL et al., 2007).
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» Teste do Campo Aberto

Este teste foi realizado para avaliar a atividade exploratéria do animal, de acordo com
o método descrito por Archer (1973). O aparato utilizado na realizacdo do experimento (para
camundongos) é feito de acrilico (paredes transparentes e piso preto, 30 x 30 x 15 cm) e
dividido em 9 quadrantes iguais. Apos 30 (i.p.) ou 60 minutos (v.0.) da administracdo dos
tratamentos, os animais, um por vez, foram colocados no centro do campo aberto onde o
nimero de cruzamentos com as quatro patas (atividade locomotora espontanea; ALE),
nimero de comportamentos de auto-limpeza (grooming) e o numero de levantamentos
verticais (rearing), sem encostar as patas nas paredes, foram registrados durante um tempo de

5 minutos. Para este teste, foram utilizados 8-15 animais por grupo.

» Teste da Placa Perfurada

O método seguido foi o proposto por Clark ef al. (1971). O aparato usado foi um Ugo
Basile de 60 x 30 cm com 16 buracos espacados uniformemente com sensores de infra-
vermelho. O parametro analisado foi o nimero de head dips (nimero de vezes que o animal
coloca a cabeca nos buracos) durante 5 minutos. Os animais, um por vez, foram colocados na
plataforma 30 ou 60 minutos apds os tratamentos i.p. ou v.0., respectivamente. A contagem
do nimero de head dips foi realizada automaticamente através do sensor localizado nos

buracos e registrada no aparelho. Para este teste, foram utilizados 8-15 animais por grupo.

» Teste do Nado Forcado

Para este experimento, descrito por Porsolt et al.( 1977), foram utilizados tanques de
22 cm de diametro e 40 cm de altura contendo dgua fresca a 23 + 1° C até a metade do tanque,
cerca de 20 cm. Apds 30 (i.p.) ou 60 (v.0.) minutos dos tratamentos, os animais foram
colocados, um por vez, no tanque, onde o tempo de imobilidade, em segundos, foi contado

durante cinco minutos. O animal foi considerado imdvel quando permaneceu flutuando na
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agua, fazendo apenas movimentos suaves necessarios para manter a cabega acima da dgua.

Para este teste, foram utilizados 10-13 animais por grupo.

» Teste da Suspensao da Cauda

Para a realizacdo deste teste, 30 (i.p.) ou 60 (v.0.) minutos apds 0s tratamentos, 0s
animais, um por vez, foram suspensos, presos com uma fita adesiva a cerca de 1 cm da ponta
da cauda, numa plataforma 58 cm acima da bancada, e observados durante 6 minutos
(STERU et al., 1985). O parametro observado foi o tempo de imobilidade do animal, em

segundos. Para este teste, foram utilizados 8-15 animais por grupo.

> Teste do Rota Rod

A coordenacdo motora dos animais foi medida neste teste, utilizando o método
adaptado de Egashira et al. (2004). Para este experimento, 30 (i.p.) ou 60 (v.0.) minutos apos
os tratamentos, os camundongos foram colocados com as quatro patas sobre uma barra
giratéria de 2,5 cm de diametro, elevada a 25 cm do piso, em rotagdes de 5, 15 ou 40 rpm. O
parametro analisado foi o tempo de permanéncia na barra giratéria, em segundos (s), durante
um tempo total de 2 min de observagdo. Foram utilizados diferentes grupos de animais para

cada rotagdo testada. Para este teste, foram utilizados 8 animais por grupo.

» Teste do Tempo de Sono Induzido por Pentobarbital

Para este experimento, 30 (i.p.) ou 60 (v.0.) minutos apds os tratamentos, foi
administrado pentobarbital sodico (PTB) na dose de 40 mg/kg, via i.p. O tempo desde a
administracdo do PTB até a perda do reflexo de endireitamento foi registrado como laténcia
do sono, em segundos. Apds terem adormecido, os animais foram colocados na posi¢ao de

decubito dorsal, e o tempo decorrido entre a perda e a recuperacdo do reflexo de
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endireitamento foi registrado como duracdo do sono, em segundos (WAMBEBE, 1985;
ROLLAND et al., 1991). A perda do reflexo de endireitamento representa a incapacidade do
animal de voltar a posi¢do normal quando colocado em decubito dorsal. O critério para a
recuperacdo desse reflexo foi determinado quando o animal saiu da posi¢cdo por trés vezes
consecutivas (CARLINI et al., 1986; MATTEI et al., 1998). Resumidamente, os parametros
avaliados neste teste foram: a laténcia do sono e a duragcao do sono cujo tempo maximo foi de

240 minutos. Para este teste, foram utilizados 8-15 animais por grupo.

5.1.3.2 Dissecagao das Areas Cerebrais (CE e HIP)

Os animais foram sacrificados por deslocamento cervical, os encéfalos retirados
rapidamente e colocados sobre papel aluminio em uma placa de Petri com gelo. O corpo
estriado (CE) foi dissecado 30 min apds a administracdo intraperitoneal de isopulegol ou
veiculo (salina a 0,9% em 3% de Tween 80), para a andlise da concentracdo das monoaminas
e seus metabolitos nesta drea cerebral. O hipocampo foi dissecado apds os experimentos de
convulsao induzida por pentilenotetrazol (PTZ) (descrito mais adiante), para a realiza¢ao das

dosagens bioquimicas de GSH, catalase, peroxidagao lipidica e dosagem de nitrito.

Acompanhando a fissura sagital mediana, a camada cortical cerebral foi retirada das
leptomeninges com o auxilio de uma pinga reta de microdissecacdo, a qual, progredindo
delicada e tangencialmente aos ventriculos laterais, divulsionou o cértex em toda a sua
extensdo fronto-occiptal. O cértex ja divulsionado foi rebatido para os lados, expondo parte
do hipocampo (HIP) (Figura S) que, com divulsionamento, foi descolado e retirado (apenas
apds os experimentos de convulsdo induzida por PTZ). O corpo estriado (CE) (Figura 6)
(caudado, putamen e ntcleo accumbens) foi isolado das estruturas circunjacentes por
divulsionamento com uma tesoura de microdissecacdo, sendo a sua retirada orientada pelo

diametro da por¢ao tuberosa visivel desses nticleos, apds o rebatimento lateral do cortex.
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Figura 5. Representacdo da regido anatdmica no camundongo referente

ao hipocampo (HIP)
Fonte: Adaptado de Oliveira (2005)

Figura 6. Representacio da regido anatdmica no camundongo referente

ao corpo estriado (CE)
Fonte: Macédo (2003)

Terminada a dissecagdo, cada drea (CE ou HIP) foi colocada em papel aluminio sobre
gelo, devidamente identificada, pesada e conservada a -70 °C para uso posterior. Quando
necessaria a estocagem por um certo periodo de tempo (no maximo 6 meses a -70 °C) os
tecidos foram considerados como tendo a mesma viabilidade para experimentacdo que os

ensaiados imediatamente ou 24 h ap6s a dissecacdo (BURKE; GREENBAUN, 1987).
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5.1.3.3 Determinacao da Concentragdao de Monoaminas e seus Metabdlitos em HPLC

> Meétodo

Para a determinagdo da concentragdo de monoaminas foi utilizado o equipamento de
cromatografia liquida de alta performance (High Performance Liquid Chromatograph/HPLC).
Na cromatografia liquida clédssica, um adsorvente (alumina ou silica) ¢ empacotado em uma
coluna e € eluido por um liquido ideal (fase modvel). Uma mistura para ser separada é
introduzida na coluna e é carregada através da mesma por um liquido eluente. Se um
composto da mistura (soluto) € adsorvido fracamente pela superficie da fase sdlida
estaciondria, ele atravessard a coluna mais rapidamente que um outro soluto que seja mais
rapidamente adsorvido. Entdo, a separacdo dos solutos € possivel se existem diferencas na
adsorcdo pelo sélido. Os detectores eletroquimicos medem a condutincia do eluente, ou a
corrente associada com a oxidacdo ou reducdo dos solutos. Para ser capaz de detectar, no
primeiro caso os solutos devem ser i6nicos e no segundo caso, os solutos devem ter a

caracteristica de serem relativamente faceis de se oxidarem ou reduzirem.

Detectores eletroquimicos que medem corrente associada com a redug@o ou oxidagao
de solutos sd@o chamados detectores amperométricos ou coulométricos. Neste estudo foi
utilizado o tipo amperométrico que reage com uma quantidade muito menor de soluto, em
torno de 1 %. Todas as técnicas eletroquimicas envolvem a aplicagdo de um potencial para
um eletrodo (geralmente de carbono vitreo), oxidacdo da substancia que estd sendo estudada
proximo a superficie do eletrodo seguindo a amplificacdo e medida da corrente produzida. As
catecolaminas sao oxidadas nos grupos de anel hidroxil para produzir um derivado

ortoquinona com a liberacdo de dois elétrons.

» Procedimento experimental

Grupos de animais (n= 6-8) foram tratados intraperitonealmente com isopulegol (25 e

50 mg/kg) ou veiculo (salina a 0,9% com 3% de Tween 80, i.p.). Trinta minutos apds os
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tratamentos, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e a area cerebral (CE)
foi dissecada sob gelo para a confec¢do dos homogenatos a 10 %. O CE foi sonicado em
acido perclorico (HCLO4, a 1%) por 30 s e centrifugados por 15 minutos em centrifuga
refrigerada a 15.000 rpm. Uma aliquota de 20 puL. do sobrenadante foi, entdo, injetada no

equipamento de HPLC, para a anélise quimica.

Para a andlise das monoaminas, uma coluna CLC-ODS(M) com comprimento de 25
cm, calibre 4,6 mm e diametro da particula de 3 wm, da Shimadzu, Japao, foi utilizada. A fase
movel utilizada era composta por tampao 4cido citrico 0,163 M, pH 3,0, contendo &acido
octanosulfonico sédico, 0,69 M (SOS), como reagente formador do par i6nico, acetonitrila 4
% v/v e tetrahidrofurano 1,7 % v/v. Noradrenalina (NA), dopamina (DA), éacido
diidroxifenilacético (DOPAC), acido homovanilico (HVA), serotonina (5-HT) e acido 5-
hidroxiindolacético (5-HIAA) foram eletronicamente detectados usando um detector
amperométrico (Modelo L-ECD-6A da Shimadzu, Japan) pela oxidacdo em um eletrodo de
carbono vitreo fixado em 0,85 V relativo a um eletrodo de referéncia de Ag-AgCl.

(HALLMAN; JONSSON, 1984).

» Solucoes reagentes

= Fase movel

Foram pesados 15,75 g de écido citrico (Grupo Quimica, R.J., Brasil) e completado
para um volume de 400 mL com dgua purissima (Milli-Q). Esta solugdo foi ajustada para pH
3,0 com hidréxido de sédio 12,5 M (Reagen, RJ, Brasil). A esta solu¢do foi adicionado o SOS
75 mg (Sigma, MO, USA) e completado o volume para 471,5 ml com dgua Milli-Q. Em
seguida, foi procedida a filtracdo e degaseificacdo, e posteriormente adicdo de 20 ml de
acetonitrila (Carlo Erba Reagenti, MI, Itélia) e 8,5 mL de tetrahidrofurano (Sigma, MO, USA)

para um volume final de 500 mL.

= Acido perclérico 0.1 M

Adicionou-se 1,8 mL de dcido perclérico (Sigma, MO, USA) em um baldo

volumétrico e o volume ajustado para 300 mL.
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=  Padroes

Os padrdes foram preparados em uma concentracdo final de 4 ng/20 ul de solucdo de
NA, DA, 5SHT, DOPAC, HVA e SHIAA (Sigma, MO, EUA). A partir da drea dos picos
desses padrdes, as concentracdes das amostras foram calculadas utilizando o programa

Microsoft Excel® e os resultados expressos em ng/g de tecido.

5.1.4 Resultados

5.1.4.1 Avaliacdo da Atividade Ansiolitica

> Teste do Labirinto em Cruz Elevado (LCE)

Neste modelo experimental, a administracao aguda do isopulegol nas doses de 25 e 50
mg/kg, por via intraperitoneal, aumentou de maneira significante o nimero de entradas nos
bracos abertos (NEBA) (ISO-25: 9,61 + 0,50; ISO-50: 10,15 £ 0,49; p < 0,05), com relacdo ao
grupo controle (4,50 £ 0,70) (Figura 7 A), assim como aumentou também o tempo de
permanéncia nos bracos abertos (TPBA) (ISO-25: 127,20 *+ 3,44 s; ISO-50: 97,33 £ 3,11 s; p
< 0,05), quando comparado ao controle (64,00 £ 6,32 s) (Figura 8 A). Por outro lado, o
numero de entradas nos bracos fechados (NEBF) foi significantemente diminuido com ambas
as doses testadas (ISO-25: 6,00 £ 0,55; ISO-50: 6,23 *+ 0,66; p < 0,05), com relagdo ao grupo
controle (9,40 = 0,60) (Figura 9 A), assim como o tempo de permanéncia nos bragos
fechados (TPBF) (Controle: 219,1 + 5,02 s; ISO-25: 156,90 £ 2,85 s; ISO-50: 182,30 = 591
s; p <0,05) (Figura 10 A).

A administracdo oral de isopulegol nas doses de 25 e 50 mg/kg também promoveu
significante aumento do NEBA (Controle: 4,87 £ 0,44; ISO-25: 7,50 £ 0,96; ISO-50: 7,14 +
0,91; p < 0,05) (Figura 7 B), bem como do TPBA (Controle: 61,00 £ 7,34 s; ISO-25: 131,70
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+ 4,79 s; ISO-50: 113,70 £ 11,49 s; p < 0,05) (Figura 8 B), quando comparados aos seus
respectivos controles. O NEBF ndo foi alterado significantemente com a administracao de
ambas as doses de isopulegol e comparado ao controle (Controle: 8,87 + 0,76; ISO-25: 7,85 £
0,63; ISO-50: 7,87 £ 0,54) (Figura 9 B), enquanto ocorreu uma diminuicao no TPBF nas
duas doses de isopulegol testadas (Controle: 222,3 + 6,41; ISO-25: 170,30 = 10,35; ISO-50:
175,9 £ 12,74; p < 0,05) (Figura 10 B).

O diazepam (1 mg/kg, i.p.), utilizado como droga padrdo, aumentou significantemente
os parametros de NEBA (DZP-1: 11,44 + 0,60; p < 0,05) e TPBA (DZP-1: 198,3 s + 10,28 s;
p < 0,05), bem como diminuiu o NEBF (DZP-1: 5,44 + 0,84; p < 0,05) e o TPBF (DZP-1:
79,60 £ 12,67 s; p < 0,05), quando comparados aos grupos controles (Figuras 7 a 10 A e B).

A investigacdo do envolvimento dos receptores benzodiazepinicos no efeito ansiolitico
do isopulegol, por via intraperitoneal, mostrou que o flumazenil (2,5 mg/kg) reverteu as agdes
do isopulegol em ambas as doses e em todos os parametros observados: NEBA (FLU + ISO-
25: 4,23 £0,50; FLU + ISO-50: 4,91 + 0,48; p < 0,05) e TPBA (FLU + ISO-25: 65,92 + 3,57
s; FLU + ISO-50: 58,15 + 4,67 s; p < 0,05) (Figura 11 A e B), bem como NEBF (FLU +
ISO-25: 9,07 £ 0,73; FLU + ISO-50: 8,07 £ 0,83; p < 0,05) e TPBF (FLU + ISO-25: 226,30 *+
5,22; FLU + ISO-50: 213,10 £ 6,08; p < 0,05) (Figura 12 A e B), quando comparados as
doses de 25 e 50 mg/kg de isopulegol administrado intraperitonealmente. De maneira
semelhante, o flumazenil (2,5 mg/kg) reverteu também as agdes do diazepam: NEBA (FLU +
DZP-1: 5,90 + 0,69; p < 0,05) e TPBA (FLU + DZP-1: 79,60 £ 6,51 s; p < 0,05) (Figura 11
A e B), assim como NEBF (FLU + DZP-1: 8,66 + 0,83; p < 0,05) e TPBF (FLU + DZP-1:
192,4 + 11,23 s; p < 0,05) (Figura 12 A e B), em relacdo ao grupo tratado apenas com DZP.
Por outro lado, o grupo tratado com flumazenil e veiculo (FLU-2,5 mg/kg + veiculo) ndo
demonstrou alteracdo em nenhum dos pardmetros observados (NEBA: 4,88 *+ 0,88; TPBA:
63,50 = 4,42 s; NEBF: 8,44 + 0,76; TPBF: 215,60 £ 5,588 s), em relacdo ao controle tratado

intraperitonealmente (Figura 11 e 12 A e B).
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Figura 7. Efeito do isopulegol, via intraperitoneal (A) e oral (B), sobre o nimero de

entradas nos bracos abertos (NEBA) no teste do labirinto em cruz elevado.

Nota: Isopulegol (ISO 25 e 50 mg/kg, i.p. ou v.o.), diazepam (DZP, 1 mg/kg, i.p.) ou veiculo/controle (salina a
0,9% em 3 % de Tween 80, i.p. ou v.0.) foram administrados 30 (i.p.) ou 60 min (v.0.) antes do experimento. Os
valores representam a média + E.P.M. do nimero de entradas nos bragos abertos (NEBA) durante 5 min (n = 8-
12 camundongos). Para a andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como

teste post hoc. *p < 0,05, ***p < 0,001 vs controle.
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Figura 8. Efeito do isopulegol, via intraperitoneal (A) e oral (B), sobre o tempo de

permanéncia nos bracos abertos (TPBA) no teste do labirinto em cruz elevado.

Nota: Isopulegol (ISO 25 e 50 mg/kg, i.p. ou v.0.), diazepam (DZP, 1 mg/kg, i.p.) ou veiculo/controle (salina a
0,9% em 3 % de Tween 80, i.p. ou v.0.) foram administrados 30 (i.p.) ou 60 min (v.0.) antes do experimento. Os
valores representam a média + E.P.M. do tempo de permanéncia nos bracos abertos (TPBA) durante 5 min (n =
8-12 camundongos). Para a andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como
teste post hoc. ***¥p < 0,001 vs controle; ### p < 0,001 vs ISO 25.
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Figura 9. Efeito do isopulegol, via intraperitoneal (A) e oral (B), sobre o nimero de

entradas nos bracos fechados (NEBF) no teste do labirinto em cruz elevado.

Nota: Isopulegol (ISO 25 e 50 mg/kg, i.p. ou v.0.), diazepam (DZP, 1 mg/kg, i.p.) ou veiculo/controle (salina a
0,9% em 3 % de Tween 80, i.p. ou v.0.) foram administrados 30 (i.p.) ou 60 min (v.0.) antes do experimento. Os
valores representam a média + E.P.M. do nimero de entradas nos bragos fechados (NEBF) durante 5 min (n = 8-
12 camundongos). Para a andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como
teste post hoc. . *p < 0,05, **p < 0,01 vs controle.
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Figura 10. Efeito do isopulegol, via intraperitoneal (A) e oral (B), sobre o tempo de

permanéncia nos bracos fechados (TPBF) no teste do labirinto em cruz elevado.

Nota: Isopulegol (ISO 25 e 50 mg/kg, i.p. ou v.0.), diazepam (DZP, 1 mg/kg, i.p.) ou veiculo/controle (salina a
0,9% em 3 % de Tween 80, i.p. ou v.0.) foram administrados 30 (i.p.) ou 60 min (v.0.) antes do experimento. Os
valores representam a média + E.P.M. do tempo de permanéncia nos bragos fechados (TPBF) durante 5 min (n =
8-12 camundongos). Para a andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como
teste post hoc. **p < 0,01, ***p < 0,001 vs controle; ### p < 0,001 vs ISO 25.
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Figura 11. Efeito do isopulegol e diazepam, via intraperitoneal, associados ou nao com
flumazenil, sobre o nimero de entradas nos bracos abertos (NEBA) (A) e o tempo de

permanéncia nos bracos abertos (TPBA) (B) no teste do labirinto em cruz elevado.

Nota: Isopulegol (ISO 25 e 50 mg/kg, i.p. ou v.0.), diazepam (DZP, 1 mg/kg, i.p.) ou veiculo/controle (salina a
0,9% em 3 % de Tween 80, i.p. ou v.0.), quando sozinhos, foram administrados 30 (i.p.) ou 60 min (v.0.) antes
do experimento. Quando associados, o flumazenil (FLU, 2,5 mg/kg, i.p.), foi administrado 15 min antes de cada
tratamento. Os valores representam a média = E.P.M. (n = 8-12 camundongos). Para a andlise estatistica foi
utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste post hoc. ***p < 0,001 vs controle; ### p <
0,001 vs ISO 25; a p < 0,001 vs DZP-1; b p < 0,001 vs ISO-25; ¢ p < 0,001 vs ISO-50.
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Figura 12. Efeito do isopulegol e diazepam, via intraperitoneal, associados ou nao com
flumazenil, sobre o nimero de entradas nos bracos fechados (NEBF) (A) e o tempo de

permanéncia nos bracos fechados (TPBF) (B) no teste do labirinto em cruz elevado. Nota:
Isopulegol (ISO 25 e 50 mg/kg, i.p.), diazepam (DZP, 1 mg/kg, i.p.) ou veiculo/controle (salina a 0,9% em 3 %
de Tween 80, i.p.), quando sozinhos, foram administrados 30 min antes do experimento. Quando associados, o
flumazenil (FLU, 2,5 mg/kg, i.p.), foi administrado 15 min antes de cada tratamento. Os valores representam a
média £ E.P.M. (n = 8-12 camundongos). Para a andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student
Newman Keuls como teste post hoc. *p < 0,05, **p < 0,01, ***¥p < 0,001 vs controle; ### p < 0,001 vs ISO 25; a
p <0,05 vs DZP-1; b p < 0,05 vs ISO-25; ¢ p < 0,05 vs ISO-50.
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Tabela 1 — Efeito da administracdo intraperitoneal de isopulegol e diazepam associados ou

nao com flumazenil no teste do labirinto em cruz elevado com camundongos.

Grupos NEBA TPBA (s) NEBF TPBF (s)
Controle 4,50 + 0,70 64,00 + 6,32 9,40 + 0,60 219,1 +5,02
ISO-25 9,61 + 0,50 127,20 + 3,44%%% 600+ 0,55% 156,90 + 2,85%::
ISO-50 10,15+ 0,49%%% 9733+ 3 11 ### 623 +0,66% 182,30 + 5,91 #H#
DZP-1 11,44 +0,60%%% 1983 s+ 10,28%**  544+0,84* 79,60+ 12,67***
Flu-2,5 4,88 + 0,88 63,50 + 4,42 8,44 + 0,76 215,60 + 5,58
Flu-2,5 5,90 + 0,69° 79,60 + 6,51° 8,66 + 0,83° 192.4 + 11,23
+DZP-1

Flu 2,5 4,23 +0,50° 65,92 +3,57° 9,07 +0,73° 226,30 + 5,22°
+ISO-25

Flu 2,5 4,91 +0,48° 58,15 + 4,67° 8,07 +0,83° 213,10 + 6,08°
+ISO-50

Nota: Isopulegol (ISO 25 e 50 mg/kg, i.p.), diazepam (DZP, 1 mg/kg, i.p.) ou veiculo/controle (salina a 0,9% em
3 % de Tween 80, i.p.), quando sozinhos, foram administrados 30 min antes do experimento. Quando associados,
o flumazenil (FLU, 2,5 mg/kg, i.p.), foi administrado 15 min antes de cada tratamento. Os parametros avaliados
foram o nimero de entradas nos bragos abertos (NEBA) e o tempo de permanéncia nos bragos abertos (TPBA),
bem como o ndmero de entradas nos bragos fechados (NEBF) e o tempo de permanéncia nos bragos fechados
(TPBF). Os valores representam a média + E.P.M. (n = 8-12 camundongos). Para a andlise estatistica foi
utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste post hoc. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001
vs controle; ### p < 0,001 vs ISO 25; a p < 0,05 vs DZP-1; b p < 0,05 vs ISO-25; ¢ p < 0,05 vs ISO-50.
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» Teste do Campo Aberto

Os parametros analisados neste teste foram a atividade locomotora espontanea (ALE),
rearing e grooming e os resultados foram expressos como o nimero de travessias, de rearing
e de grooming. Ap0s o tratamento intraperitoneal com isopulegol, ndo foi observada nenhuma
alteracao significante na atividade locomotora dos animais [ALE (i.p.): ISO-25: 56,73 £ 5,48;
ISO-50: 59,36 £ 5,32], com relagdo ao controle (55,73 £ 3,75) (Figura 13 A). Similarmente,
o tratamento oral ndo induziu alteragdo significante neste parametro [ALE (v.0.): ISO-25:
66,90 £ 3,66; ISO-50: 57,50 £ 2,11], quando comparado ao controle oral (59,89 * 2,80)
(Figura 13 B). O diazepam 2 mg/kg, i.p., usado como droga padrdo, reduziu
significantemente a ALE, com relagdo aos grupos controles i.p. € v.o. (DZP-2, i.p.: 34,15 +

2,42) (Figura 13 A e B).

O comportamento de rearing, nas duas vias e doses administradas, ndo foi
significantemente alterado, quando comparado aos seus respectivos controles [(i.p.) Controle:
8,66 £ 1,37; ISO-25: 7,28 + 0,94; 1SO-50: 7,07 + 1,16] (Figura 14 A) e [(v.0.) Controle:
11,56 £ 0,50; ISO-25: 13,33 £ 0,66; ISO-50: 13,63; + 1,05] (Figura 14 B). Enquanto o
diazepam 2mg/kg, i.p., reduziu este parametro comportamental em relacdo aos grupos

controles i.p. e v.o. (DZP-2, i.p.: 3,0 £ 0,58; p < 0,05) (Figura 14 A e B).

Conforme a Figura 15 (A e B), o comportamento de grooming foi reduzido de
maneira significativa em ambas as doses e vias administradas [(i.p.) Controle: 3,91 £ 0,31;
ISO-25: 2,69 £ 0,36; ISO-50: 2,53 + 0,36; p < 0,05] e [(v.0.) Controle: 4,11 + 0,26; ISO-25:
3,00 £ 0,28; ISO-50: 2,66 * 0,28; p < 0,05). Semelhante reducao deste parametro também foi
observada apos o tratamento com diazepam em relacao aos grupos controles i.p. € v.o. (DZP-

2,1.p.: 1,64+ 0,3; p <0,05).
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Figura 13. Efeito do isopulegol, via intraperitoneal (A) e oral (B), sobre a atividade

locomotora espontinea no teste do campo aberto

Nota:Isopulegol (ISO 25 e 50 mg/kg, i.p. ou v.o.), diazepam (DZP, 2 mg/kg, i.p.) ou veiculo/controle (salina a
0,9% em 3 % de Tween 80, i.p. ou v.0.) foram administrados 30 (i.p.) ou 60 min (v.0.) antes do experimento. Os
valores representam a média + E.P.M. do nimero de travessias durante 5 min (n = 10-15 camundongos). Para a
andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste post hoc. **p < 0,01;
**%p < 0,001 vs controle.
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Figura 14. Efeito do isopulegol e diazepam via intraperitoneal (A) e oral (B) sobre o
nimero de rearing no teste do campo aberto.

Nota: Isopulegol (ISO 25 e 50 mg/kg, i.p. ou v.0.), diazepam (DZP, 2 mg/kg, i.p.) ou veiculo/controle (salina a
0,9% em 3 % de Tween 80, i.p. ou v.0.) foram administrados 30 (i.p.) ou 60 min (v.0.) antes do experimento. Os
valores representam a média + E.P.M. do nimero de rearing durante 5 min (n = 10-15 camundongos). Para a
andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste post hoc. **p < 0,01;
**%p < 0,001 vs controle.
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Figura 15. Efeito do isopulegol, via intraperitoneal (A) e oral (B), sobre o nimero de

grooming no teste do campo aberto.

Nota: Isopulegol (ISO 25 e 50 mg/kg, i.p. ou v.0.), diazepam (DZP, 2 mg/kg, i.p.) ou veiculo/controle (salina a
0,9% em 3 % de Tween 80, i.p. ou v.o. foram administrados 30 (i.p.) ou 60 min (v.0.) antes do experimento. Os
valores representam a média + E.P.M. do nimero de grooming durante 5 min (n = 10-15 camundongos). Para a
andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste post hoc. *p < 0,05;
*#*%p < 0,001 vs controle.
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» Teste da Placa Perfurada (Hole Board)

ApOs a administragdo aguda de 1sopulegol nas doses de 25 e 50 mg/kg, foi observado
um significante aumento do ndmero de vezes que o animal colocou a cabeca no orificio da
placa perfurada (head dips), tanto por via intraperitoneal (Controle: 30,89 + 3,20; ISO-25:
45,50 £ 2,44; 1SO-50: 44,25 + 3,42; p < 0,05) (Figuras 16 A), como por via oral (Controle:
18,75 = 1,01; ISO-25: 32,50 = 1,35; ISO-50: 30,38 = 1,58) (Figuras 16 B), quando

comparado aos respectivos grupos controle.

O efeito do diazepam (DZP) 1 mg/kg, i.p., usado como droga padrao no teste da placa
perfurada, é também mostrado na Figura 16 A e B. Comparado com os grupos controles (i.p.
€ v.0.), 0s animais tratados com diazepam manifestaram um aumento significativo do nimero

de head dips (40,63 £ 1,38; p < 0,05).
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Figura 16. Efeito do isopulegol, via intraperitoneal (A) e oral (B), sobre o nimero de
head dips no teste da placa perfurada (hole board).

Nota: Isopulegol (ISO 25 e 50 mg/kg, i.p. ou v.0.), diazepam (DZP, 1 mg/kg, i.p.) ou veiculo/controle (salina a
0,9% em 3 % de Tween 80, i.p. ou v.o0.) foram administrados 30 (i.p.) ou 60 min (v.o.) antes do experimento. Os
valores representam a média + E.P.M. do nimero de head dips durante 5 min (n = 8-10 camundongos). Para a

andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste post hoc. **p < 0,01,
*#*%p < 0,001 vs controle.
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5.1.4.2 Avaliacao da Atividade Depressora

» Teste do Nado Forcado

Neste modelo experimental, os animais tratados intraperitonealmente com isopulegol
nas doses de 25 e 50 mg/kg apresentaram aumento significativo no tempo de imobilidade (s)
(ISO-25: 130,20 £ 7,27 s; ISO-50: 123,80 + 4,42 s; p < 0,05) em relagdo ao grupo controle
(83,67 = 5,78 s) (Figura 17 A). O tratamento oral dos animais com ambas as doses de
1sopulegol promoveu semelhante alteragdo neste parametro (ISO-25: 118,9 = 7,06 s; ISO-50:

117,3 £ 8,21 s; p< 0,05), quando comparado ao respectivo controle (84,63 + 2,42 s) (Figura
17 B).

O cloridrato de imipramina 10 mg/kg, i.p., foi usado como droga padrao e reduziu o
tempo de imobilidade dos animais (IMP-10: 21,00 + 2,61 s; p < 0,05), em relacdo aos grupos
controles (Figura 17 A e B).
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Figura 17. Efeito do isopulegol, via intraperitoneal (A) e oral (B), sobre o tempo de
imobilidade, em segundos, no teste do nado forcado.

Nota: Isopulegol (ISO 25 e 50 mg/kg, i.p. ou v.0.), imipramina (IMP, 10 mg/kg, i.p.) ou veiculo/controle (salina
a2 0,9% em 3 % de Tween 80, i.p. ou v.0.) foram administrados 30 (i.p.) ou 60 min (v.0.) antes do experimento.
Os valores representam a média + E.P.M. do tempo de imobilidade (s) dos animais durante 5 min (n = 8-12
camundongos). Para a andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste
post hoc. **%p < 0,001 vs controle.
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» Teste da Suspensao da Cauda

O tratamento intraperitoneal com isopulegol nas doses de 25 e 50 mg/kg também
promoveu um aumento significativo no tempo de imobilidade (s) dos animais no teste da
suspensdo da cauda (ISO-25: 159,30 = 13,97 s; ISO-50: 119,70 £ 17,15 s; p < 0,05) em
relagdo ao grupo controle (86,20 £ 12,44 s) (Figura 18 A). O tratamento oral dos animais
com ambas as doses de isopulegol promoveu semelhante alteracao neste parametro (ISO-25:
131,90 £ 5,99 s; ISO-50: 141,3 £ 6,60 s; p < 0,05), quando comparado ao respectivo controle
(97,75 £ 5,64) (Figura 18 B).

A administragdo do cloridrato de imipramina 30 mg/kg, i.p., usado como droga
padrdo, reduziu o tempo de imobilidade dos animais (IMP-30: 25,20 = 3,75 s; p < 0,05), em

relagc@o aos grupos controles i.p. e v.o. (Figura 18 A e B).
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Figura 18. Efeito do isopulegol, via intraperitoneal (A) e oral (B), sobre o tempo de

imobilidade, em segundos, no teste da suspensao da cauda.

Nota: Isopulegol (ISO 25 e 50 mg/kg, i.p. ou v.o.), imipramina (IMP, 30 mg/kg; i.p.) ou veiculo/controle (salina
a2 0,9% em 3 % de Tween 80, i.p. ou v.0.) foram administrados 30 (i.p.) ou 60 min (v.0.) antes do experimento.
Os valores representam a média + E.P.M. do tempo de imobilidade (s) dos animais durante 5 min (n = 8-10
camundongos). Para a andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste
post hoc. *¥p < 0,01; ***p < 0,001 vs controle.
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> Rotarod

Neste experimento, nenhuma alteracdo significativa foi observada no tempo de
permanéncia dos animais (s) na barra giratéria com a administracdo intraperitoneal de
isopulegol nas doses de 25 e 50 mg/kg, nas trés rotagdes analisadas (5 rpm - Controle: 118,50
+ 0,65; ISO-25: 117,80 £ 0,72 s; ISO-50: 116,00 £ 2,39 s), (15 rpm - Controle: 115,60 *
1,051; ISO-25: 116,30 + 1,08 s; ISO-50: 113,50 = 2,34 s) e (40 rpm - Controle: 93,38 + 2,28;
ISO-25: 92,13 + 3,42 s; ISO-50: 90,13 = 3,47 s) (Figura 19 A).

De maneira semelhante, nenhuma alteracdo significante foi observada nestes
parametros com a administracdo de isopulegol por via oral, nas mesmas doses e rotacoes
testadas (5 rpm - Controle: 118,50 £ 0,98; ISO-25: 117,30 £ 1,28 s; ISO-50: 113,40 £ 2,06 s),
(15 rpm - Controle: 108,90 + 3,00; ISO-25: 114,00 £ 1,40 s; ISO-50: 115,90 £ 1,55 s) e (40
rpm - Controle: 101,10 £ 3,77; ISO-25: 101,90 = 4,13 s; ISO-50: 105,30 = 4,99 s) (Figura 19
B).

O diazepam 2 mg/kg, i.p., utilizado como padrdo positivo, diminuiu significativamente
o tempo de permanéncia na barra nas trés rotacdes observadas, quando comparado aos grupos
controles (Srpm: 94,13 £+ 4,69; 15rpm: 93,00 £ 4,16; 40rpm: 71,75 £ 4,41; p < 0,05) (Figura
19 A e B).
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Figura 19. Efeito do isopulegol, via intraperitoneal (A) e oral (B), sobre o tempo de

permanéncia na barra, em segundos, no teste do rota rod.

Nota: Isopulegol (ISO 25 e 50 mg/kg, i.p. ou v.0.), diazepam (DZP, 2 mg/kg; i.p.) ou veiculo/controle (salina a
0,9% em 3 % de Tween 80, i.p. ou v.o0.) foram administrados 30 (i.p.) ou 60 min (v.o.) antes do experimento. Os
valores representam a média £ E.P.M. do tempo de permanéncia (s) dos animais na barra durante 2 min (n = 8
camundongos). RPM = rota¢do por minuto. Para a andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student
Newman Keuls como teste post hoc. ***p < 0,001 vs controle.
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» Teste do Tempo de Sono Induzido por Pentobarbital

Neste experimento foram observados dois parametros: o tempo de laténcia de sono (s),
que corresponde ao tempo que o animal leva para adormecer, e a duragdo total do sono (s).
Apds a administracao intraperitoneal de isopulegol 25 e 50 mg/kg, observou-se uma redugao
significativa no tempo de laténcia do sono dos animais, quando comparado ao grupo controle
(Controle: 292,60 *+ 30,48 s; ISO-25: 197,80 £ 14,86 s; ISO-50: 209,70 + 15,52 s; p < 0,05)
(Figura 20 A), bem como um aumento significativo na dura¢do do sono nas duas doses
testadas, em relacdo ao controle (Controle: 1.723,00 £ 363,60 s; ISO-25: 3.329 *+ 177,20 s;
ISO-50: 2992,00 + 155,60 s; p < 0,05) (Figura 21 A).

De maneira semelhante, observou-se uma redugdo significativa no tempo de laténcia
de sono ap6s administracdo oral do isopulegol nas mesmas doses usadas (Controle: 296,30 +
27,53 s; ISO-25: 183 £ 9,50 s; ISO-50: 174 £ 12,46 s; p < 0,05) (Figura 20 B), bem como na
duracdo do sono em ambas as doses (Controle: 2.327 + 296,7 s; ISO-25: 3.256 * 199,6 s;
ISO-50: 3.839 + 251,9 s) (Figura 21 B).

Como esperado, o diazepam 1 mg/kg, i.p., usado como padrdo positivo, reduziu o
tempo de laténcia do sono (177,70 £ 4,04 s; p < 0,05) e aumentou a duragao do sono (4334,00

* 155,6 s; p < 0,05) em relagdo aos grupos controle i.p. e v.o. (Figuras 20 e 21 A e B).
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Figura 20. Efeito do isopulegol, via intraperitoneal (A) e oral (B), sobre a laténcia do
sono, em segundos, no tempo de sono induzido por pentobarbital.

Nota: Isopulegol (ISO 25 e 50 mg/kg, i.p. ou v.0.), diazepam (DZP, 1 mg/kg; i.p.) ou veiculo/controle (salina a
0,9% em 3 % de Tween 80, i.p. ou v.0.) foram administrados 30 (i.p.) ou 60 min (v.0.) antes do experimento. Os
valores representam a média = E.P.M. da latancia do sono (s) (n = 8-10 camundongos). Para a andlise estatistica
foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste post hoc. **p < 0,01 e ***p < 0,001 vs
controle.
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Figura 21. Efeito do isopulegol, via intraperitoneal (A) e oral (B), sobre a duracido do

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

Nota: Isopulegol (ISO 25 e 50 mg/kg, i.p. ou v.0.), diazepam (DZP, 1 mg/kg; i.p.) ou veiculo/controle (salina em
3% de Tween 80, i.p. ou v.0.) foram administrados 30 (i.p.) ou 60 min (v.0.) antes do experimento. Os valores
representam a média + E.P.M. da duragdo do sono (s) (n = 8-10 camundongos). Para a andlise estatistica foi
utilizado 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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5.1.4.3 Dosagens de monoaminas

A concentragdo das monoaminas e seus metabdlitos em corpo estriado de
camundongos apds a administragdo aguda de isopulegol (25 e 50 mg/kg, i.p. € v.0.) estdo

apresentados nas Figuras 22 e 23 A e B.

A administracdo intraperitoneal de isopulegol nas doses de 25 e 50 mg/kg induziu
significante redu¢do no conteido de dopamina (DA) (Controle: 3.153 + 189,7; ISO-25: 2.081
+ 248,7; ISO-50: 1699 £ 315,6; p< 0,05), bem como no conteido de seus metabdlitos,
DOPAC (Controle: 620 £ 42,99; ISO-25: 326,70 £ 25,67; ISO-50: 291 * 43,79; p< 0,05) e
HVA (Controle: 428,10 + 45,33; ISO-25: 265,90 £ 29,82; ISO-50: 295,3 £ 27,86; p< 0,05),
no corpo estriado dos animais, quando comparado aos respectivos controles. A administra¢ao
oral de isopulegol, embora em menor intensidade, também induziu semelhantes alteracdes nas
concentracdoes de DA (Controle: 2.891 £ 142,60; ISO-25: 1.991 £ 229,50; ISO-50: 2.120 £
250,20; p< 0,05) e seu metabdlito DOPAC (Controle: 554,2 + 68,05; ISO-25: 349,0 + 34,64,
ISO-50: 378,5 = 43,79; p< 0,05), embora nao tenha alterado significantemente a concentragao
de HVA (Controle: 335,7 = 37,17; ISO-25: 280,1 £ 22,24; ISO-50: 303,7 = 30,33), quando

comparado aos seus respectivos controles (Figura 22 A e B).

A Figura 23 A e B mostra que o tratamento intraperitoneal com isopulegol em ambas
as doses foi capaz de promover significante redu¢ao na concentragao de noradrenalina (NA)
(ISO-25: 614,2 £ 93,53; ISO-50: 712,2 + 73,06; p< 0,05) quando comparado ao grupo
controle (1.122 £ 76,25). Resultados semelhantes foram observados com a administragao oral
de isopulegol nas duas doses testadas (Controle: 1.041 £ 68,73; ISO-25: 789,3 *+ 44,85; ISO-
50: 811 £ 64,15; p< 0,05). No entanto, ndo foram observadas alteracdes significantes na
concentracdo de serotonina (5-HT i.p.= Controle: 777,7 = 53,86; ISO-25: 751,8 £ 78,87; ISO-
50: 676 £ 89,76; 5-HT v.o.= Controle: 747,5 + 47,73; ISO-25: 751,8 +78,87; ISO-50: 808,9 +
61,22) e de seu metabdlito (5-HIAA i.p.= Controle: 134,4 + 16,99; ISO-25: 154,4 + 23,24,
ISO-50: 158,5 £ 13,54; 5-HIAA v.o.= Controle: 172,6 + 21,95; ISO-25: 155,8 + 13,15; ISO-
50: 146,8 = 17,06) em nenhuma das doses e vias administradas, quando comparado aos seus

respectivos controles.
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A Figura 24 A e B apresenta o efeito do isopulegol (25 e 50 mg/kg, ip e v.o0.)
administrado de forma aguda sobre as taxas de metabolizacio DOPAC/DA, HVA/DA e 5-
HIAA/5-HT em corpo estriado de camundongos.

Nao foram observadas alteracdes significantes nas taxas de DOPAC/DA com ambas
as doses intraperitonealmente testadas (ISO-25: 0,15 = 0,02; ISO-50: 0,17 = 0,01), quando
comparado ao controle (0,19 £ 0,01). De forma semelhante, também ndo foram encontradas
alteragdes para as taxas de HVA/DA, (Controle: 0,13 = 0,01; ISO-25: 0,12 = 0,02; ISO-50:
0,15 = 0,01) e 5-HIAA/5-HT (Controle: 0,17 + 0,02; ISO-25: 0,20 + 0,01; ISO-50: 0,21 *
0,02) quando comparado aos seus respectivos controles. A administracao oral de isopulegol
também ndo causou alteragdes significantes em nenhuma das taxas metabdlicas calculadas,
DOPAC/DA (Controle: 0,19 + 0,02; ISO-25: 0,17 + 0,01; ISO-50: 0,17 = 0,01), HVA/DA
(Controle: 0,11 £ 0,01; ISO-25: 0,14 £ 0,01; ISO-50: 0,14 = 0,01) e 5-HIAA/5-HT (Controle:
0,23 £ 0,02; ISO-25: 0,20 £ 0,02; ISO-50: 0,18 + 0,02).
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Figura 22. Efeito da administracao aguda do isopulegol (25 e 50 mg/kg) , i.p. (A) ou v.o.
(B), sobre as concentracoes de DA, DOPAC e HVA (ng/mg de tecido) em corpo estriado
de camundongos.

Nota: Os animais foram tratados com isopulegol (25 e 50 mg/kg, i.p.) ou veiculo/controle (salina em 3% de
Tween 80, i.p.). Trinta min apds os tratamentos, o corpo estriado foi dissecado. Os valores foram expressos como
média £ E.P.M. (n = 5-7). Para a andlise estatistica, foram utilizados ANOVA e teste de Student Newman Keuls
como teste post hoc. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001 quando comparado aos respectivos controles. Dopamina
(DA); acido 3,4-diidroxifenilacético (DOPAC) e 4cido homovanilico (HVA), foram detectados
eletroquimicamente através da técnica de HPLC.
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Figura 23. Efeito da administracao aguda do isopulegol (25 e 50 mg/kg) , i.p. (A) ou v.o.
(B), sobre as concentracoes de NA, 5-HT e 5-HIAA (ng/mg de tecido) em corpo estriado
de camundongos.

Nota: Os animais foram tratados com isopulegol (25 e 50 mg/kg, i.p.) ou veiculo/controle (salina em 3% de
Tween 80, i.p.). Trinta min apds os tratamentos, o corpo estriado foi dissecado. Os valores foram expressos como
média = EPM (n = 5-7). Para a andlise estatistica, foram utilizados ANOVA e teste de Student Newman Keuls
como teste post hoc. *p < 0,05; **p < 0,01 quando comparado aos respectivos controles. Noradrenalina (NA),

serotonina (5-HT) e dacido 5-hidroxindolacético (5-HIAA) foram detectados eletroquimicamente através da
técnica de HPLC.
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Figura 24. Efeito da administracao aguda do isopulegol (25 e 50 mg/kg), i.p. (A) ou v.o.
(B), sobre as sobre as taxas de DOPAC/DA, HVA/DA e 5-HIAA/5-HT em corpo estriado
de camundongos.

Nota: Os animais foram tratados com isopulegol (25 e 50 mg/kg, i.p.) ou veiculo/controle (salina em 3% de
Tween 80, i.p.). Trinta min apds os tratamentos, o corpo estriado foi dissecado. Os valores foram expressos
como média * EPM (n = 5-7). Para a analise estatistica, foram utilizados ANOVA e teste de Student Newman
Keuls como teste post hoc. Dopamina (DA), dcido 3.,4-diidroxifenilacético (DOPAC) e dcido homovanilico
(HVA), Noradrenalina (NA), serotonina (5-HT) e acido 5-hidroxindolacético (5-HIAA) foram detectados
eletroquimicamente através da técnica de HPLC.
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5.1.5 Discussao

Considerando os possiveis efeitos depressores centrais do isopulegol em estudos
prévios (DE SOUSA et al., 2007b, 2008), aliado ao interesse do Laboratério de
Neurofarmacologia em estudar substancias biologicamente ativas, no presente capitulo é
descrito a investigacdo dos efeitos do isopulegol em modelos experimentais de atividade no
SNC, tais como o labirinto em cruz elevado, campo aberto, placa perfurada, nado forgado,
suspensdo da cauda, rota rod e tempo de sono induzido por pentobarbital. Estes testes sdao
modelos cldssicos para screening de atividades sobre o SNC em animais e fornecem
informacdes tais como desempenho psicomotor, locomog¢do, atividade ansiolitica,
miorelaxante e depressora. Os resultados apresentados neste capitulo demonstram pela
primeira vez uma provavel atividade ansiolitica e depressora do SNC promovidas pela

administracao oral e intraperitoneal de isopulegol em camundongos.

Como referido anteriormente, a ansiedade é um termo utilizado para descrever um
estado emocional ligado a percepcio de determinados contextos ambientais. E fregiientemente
acompanhada de variadas sensacdes fisicas, reflexos autdbnomos e comportamentos
defensivos, que funcionam como um sinal de alerta e capacitam o individuo a tomar medidas
para enfrentar ameacas (JOLIN et al., 2008). As drogas atualmente disponiveis para o
tratamento da ansiedade patoldgica, além de apresentarem efeitos indesejados como sedagdo,
podem ainda induzir tolerdncia e dependéncia fisica (WALKER, 1990), o que tem

direcionado a pesquisa para novos, mais efetivos e seguros agentes ansioliticos.

Nos animais, a ansiedade os prepara para fuga ou para a luta, pois estes s3o 0s meios
de se preservarem. Embora ndo se possa provar que um animal vivencia a ansiedade da
mesma maneira que um ser humano, diferentes modelos comportamentais em roedores
indicam ansiedade através de mudancas comportamentais e periféricas induzidas por
situagdes estressantes (OHL, 2001). Como referido anteriormente, nos ultimos anos, o teste
do labirinto em cruz elevado (LCE) tem sido amplamente utilizado como um procedimento
rapido e simples para detectar efeito ansiolitico ou ansiogénico de drogas em ratos e
camundongos (PELLOW et al., 1985). Este teste baseia-se no fato de que roedores possuem
aversdo a lugares abertos e elevados (MONTGOMERY, 1958) e, portanto, os animais

geralmente restringem a maioria de suas atividades aos bracos fechados, e uma atividade
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relativamente baixa nos bragos abertos € indicativa de ansiedade. No presente estudo, o
isopulegol 25 e 50 mg/kg, administrado intraperitonealmente, induziu um significante
aumento no nimero de entradas (NEBA) e tempo de permanéncia (TPBA) nos bragos abertos,
bem como reduziu o nimero de entradas (NEBF) e o tempo de permanéncia nos bracos
fechados (TPBF). A administracdo oral de isopulegol demonstrou resultados semelhantes,
exceto no NEBF. Os resultados desse estudo fornecem evidéncias de que o isopulegol, nas
doses testadas, apresenta provavel efeito ansiolitico. O diazepam, usado como droga
ansiolitica de referéncia, como esperado, também reduziu a aversdo natural dos animais em
relagc@o aos bracos abertos, promovendo aumento da exploracdo destes e confirmando, assim,

sua atividade ansiolitica.

O LCE ¢ considerado um dos testes mais validados para investigar novos agentes
ansioliticos do tipo benzodiazepinicos (BZD), que agem sobre o sistema GABA-BZD-canal
de cloreto (PELLOW et al., 1985; RODGERS et al., 1997). Como referido anteriormente, oS
receptores GABAérgicos sdo de trés tipos distintos: o receptor GABAA, 0 GABAg e o
receptor GABAc. Os benzodiazepinicos possuem afinidade pelo subtipo GABAa, que
constitui o maior sistema de inibicdo neuronal do SNC. Eles atuam nestes receptores
potencializando o efeito inibitério do GABA e consistem nos depressores do SNC mais
largamente prescritos (LILLY; TIETZ, 2000). Com a finalidade de investigar o possivel
envolvimento do sistema gabaérgico no mecanismo de acdo do efeito ansiolitico do
isopulegol, foi utilizado o flumazenil, um antagonista competitivo do receptor
GABA/Benzodiazepinico. A via de administracdo usada para tratar os animais nesta
investigacdo foi a via intraperitoneal, por ter apresentado efeitos ansioliticos mais evidentes.
Os resultados mostraram que o flumazenil reverteu o efeito ansiolitico do isopulegol em todos
os parametros analisados, do mesmo modo que reverteu os efeitos do diazepam, sugerindo
assim, que o efeito ansiolitico do isopulegol parece estar relacionado com o sistema

GABA¢érgico, mais especificamente, com os receptores GABAA/BZD.

Um crescente nimero de estudos mostram que varios compostos de origem natural sao
capazes de modular os receptores ionotropicos GABAérgicos em sitios de acdo diferentes
daqueles dos benzodiazepinicos, incluindo os monoterpenos (+)- € (-)-borneol (GRANGER et
al., 2005), timol (JOHNSTON, 2005) e a,B-epoxi-carvona (DE ALMEIDA et al., 2008).
Como mencionado anteriormente no presente estudo, o isopulegol [Figure 2 (5)] é um

andlogo estrutural do mentol [Figure 2 (1)] e ambos monoterpenos apresentaram a¢do como
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moduladores alostéricos positivos nos receptores GABA em estudo recente (WATT et al.,
2008). Em estudos de competi¢do, o flumazenil ndo interferiu nas a¢des do mentol, sugerindo
que os efeitos desse monoterpeno nao envolvem os sitios de acdo benzodiazepinicos classicos
(THOMET et al., 2000). Por contraste, o possivel efeito ansiolitico apresentado pelo
isopulegol no presente estudo, parece estar relacionado aos sitios benzodiazepinicos de ag¢do
no receptor GABA,, corroborando os achados de Watt et al. (2008). De forma semelhante, os
efeitos de outros monoterpenos, tais como o epinepetalactona (GALATI et al., 2004) e
timoquinona (HOSSEINZADEH et al., 2005), foram também revertidos pelo flumazenil,
sugerindo um possivel sitio de acdo no receptor GABA, comum a esses monoterpendides e

aos BZD.

Estudos prévios mostram uma relacdo estrutura-atividade para a modulacdo nos
receptores GABA por vdrios monoterpenos (HALL et al., 2004). Comparando as estruturas
quimicas, observa-se que o isopulegol difere do mentol apenas por apresentar uma dupla
ligacdo em sua cadeia alifdtica [Figura 2 (1 e 5)], entretanto, essa ténue diferenga acarreta em
diferentes efeitos farmacoldgicos. Quando administrado a roedores, o (+)- mentol promoveu
ambulacdo (UMEZU et al., 2001), enquanto o seu enantiomero € dotado de propriedades
analgésicas (GALEOTTT et al., 2002). No presente estudo, e em estudo prévio conduzido por
De Sousa et al. (2007b), o isopulegol apresentou possivel efeito depressor do SNC no teste do
tempo de sono induzido por pentobarbital, enquanto o (-)- mentol foi ineficaz nesse teste (DE
SOUSA et al., 2007b). Assim, a variacdo nas atividades exibidas pelos andlogos (-)- mentol e
isopulegol sugerem que diferencas estruturais entre os monoterpendides podem também
influenciar no sitio de ligacdo dos receptores GABAA e, consequentemente, refletir em
diferentes acdes farmacoldgicas. De fato, as propriedades terapéuticas dos variados tipos de
benzodiazepinicos podem resultar de acdes em distintos subtipos de receptor GABA,, por
exemplo, a subunidade a1-GABA4 tem sido relacionada as propriedades sedativas dos BZD,
enquanto a subunidade o2-GABAAs € responsdvel pelas propriedades ansioliticas
(MCKERNAN et al., 2000). Nesse contexto, a investigacdo precisa da natureza da interacao

do isopulegol ao receptor GABA  consiste em uma promissora linha para pesquisas futuras.

O teste da placa perfurada (hole board) foi executado para corroborar ou ndo com o
possivel efeito ansiolitico do isopulegol evidenciado no LCE. Este teste mensura o
comportamento exploratério de roedores (FILE; WARDILL, 1975), e o niimero de vezes que

o animal coloca a cabeca no orificio da placa perfurada (head dips) tem sido registrado como



105

um parametro para avaliar as condi¢des de ansiedade em animais. Neste modelo, doses ndo-
sedativas de benzodiazepinicos e outras drogas ansioliticas, aumentaram o numero de head
dips em camundongos, enquanto seus antagonistas o reduziram (CRAWLEY, 1985). No
entanto, este efeito ansiolitico € revertido com doses maiores de benzodiazepinicos (SUZUKI
et al., 1990), os quais induzem sedac¢do. Por outro lado, estudos realizados com compostos
ansiogénicos mostraram que estas drogas reduziram o nimero de head dips (TAKEDA et al.,
1998). Estes efeitos sugerem que a redugdo no comportamento de head dips pode refletir
estado ansiogénico do animal, e que ambos os estados ansioliticos e ansiogénicos podem ser
estimados usando o teste da placa perfurada (TAKEDA et al., 1998). Com base nestes
estudos, nossos resultados forneceram evidéncias de que o isopulegol apresentou efeito
ansiolitico também neste modelo, uma vez que induziu aumento no comportamento de head

dips nos animais, tanto por via intraperitoneal como oral, em ambas as doses testadas.

Dados da literatura demonstraram que substincias psicoestimulantes, tais como a
cafeina e anfetamina, promovem aumento na atividade motora em humanos e em modelos
animais (MUELLER et al., 1989; PELLOW et al., 1985), o que pode levar a resultados falso-
positivos em testes como o LCE e hole board. Ou seja, substancias estimulantes
comportamentais normalmente promovem nestes testes resultados semelhantes aqueles
apresentados por compostos ansioliticos. Desta forma, nés decidimos estudar os efeitos do
isopulegol no teste do campo aberto, um modelo animal classico usado para avaliar os efeitos
autondmicos de uma droga e a atividade geral dos animais (NOVAS et al., 1988). A tendéncia
natural do animal em um ambiente novo € a de explord-lo, apesar do estresse e do conflito
provocado por este ambiente (MONTGOMERY, 1958). Assim, a atividade locomotora
espontanea (ALE), rearing (exploracdo vertical) e grooming (auto-limpeza) em roedores,
observados no campo aberto, sdo os parametros comportamentais mais usados para descrever
influéncias dos eventos da vida ou da administracio de drogas (MONTGOMERY, 1958;
REX et al., 1996).

Estudos demonstram que a ALE dad uma indicacao do nivel de excitabilidade do SNC
(MANSUR et al., 1971) e, portanto, como referido acima, substincias psicoestimulantes
aumentam este parametro neste teste (MUELLER et al., 1989). No presente estudo, a
administracao tanto intraperitoneal quanto oral do isopulegol, em ambas as doses, ndo alterou
a atividade locomotora dos animais. Desta forma, é improvavel que os efeitos promovidos

pelo isopulegol nos testes do LCE e hole board, sejam baseados na estimulagdo da atividade
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motora geral dos animais. Por outro lado, estudos prévios afirmam que a reducido na ALE
pode estar relacionada com a sedagdo resultante da depressdao do SNC (OZTURK et al., 1996;
PEREZ et al., 1998). De fato, o diazepam, usado na dose de 2 mg/kg como padrdo positivo de
acdo sedativa, diminuiu a atividade locomotora, comprovando o seu potencial sedativo nesta
dose. Considerando tais dados, nossos resultados sugerem que, nas doses e vias de
administracdo testadas, a atividade ansiolitica do isopulegol, evidenciada no LCE e hole
board, ndo foi acompanhada de efeito sedativo no campo aberto (ndo reduziu a ALE), uma

caracteristica comum e indesejdvel da maioria dos ansioliticos disponiveis.

A atividade de rearing em roedores € descrita como um comportamento estereotipado
complexo (DANDIYA et al., 1969), sendo um parametro varidvel na literatura. Alguns
autores relataram que o rearing reflete um comportamento exploratério do animal
(JOHANSSON; AHLENIUS, 1989) e, portanto, substancias ansioliticas induziriam um
aumento da atividade de rearing ou ndo alterariam este parametro (YOUNG; JOHNSON,
1991). Entretanto, outros estudos relacionam o rearing com os niveis de excitabilidade do
sistema nervoso central (CUNHA; MASUR, 1978), e sugerem que agentes ansioliticos e
sedativos diminuem este parametro (HUGHES, 1972; STOUT, 1994). No presente estudo, o
isopulegol ndo alterou o numero de rearing, nas duas doses usadas, em ambas as vias de
administracdo. Enquanto o diazepam, usado na dose de 2 mg/kg, reduziu o ndmero de
rearing, demonstrando que, em uma dose sedativa, este parametro € significantemente
reduzido. Assim, nossos resultados sugerem que o efeito ansiolitico induzido pelo isopulegol

nos testes do LCE e hole board nao foi depressor suficiente para alterar o comportamento de

rearing no teste do campo aberto.

O terceiro parametro observado no teste do campo aberto € o comportamento de
grooming. De acordo com MacFarland e Reeder (1974), quase todos os animais gastam uma
significante parte do tempo realizando grooming, que consiste da lambedura das patas e
limpeza da cabega e focinho, com movimentos repetitivos usando as patas (KRUK et al.,
1998). Na literatura, € referido que o aumento de grooming € observado em roedores
apreensivos (ARCHER, 1973) e, em um grande numero de estudos, pesquisadores
observaram que drogas ansioliticas reduzem este parametro no campo aberto (BARROS et
al., 1994; MOODY et al., 1993). No presente estudo, houve uma significante reducdo de

grooming no campo aberto induzido pelo isopulegol, em ambas as vias e doses utilizadas,
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corroborando com nossos resultados anteriores que apontam um possivel efeito ansiolitico

induzido pelo isopulegol.

A atividade depressora do isopulegol foi também avaliada no teste do tempo de sono
induzido por pentobarbital. Este teste permite verificar se determinada droga possui um efeito
sedativo/hipnético, considerando que, quando duas drogas possuem o mesmo efeito
farmacoldgico, eles se somam (sinergismo). Portanto, o principio deste teste € verificar se
uma droga possui a capacidade de potencializar o efeito sedativo e hipnético do pentobarbital
sodico, embora algumas drogas desprovidas de acdo central, como por exemplo, a adrenalina

e a histamina, também apresentam resultados positivos (RILEY; SPINKS, 1958).

Os nossos resultados mostraram que o isopulegol induziu uma diminuic¢ao da laténcia
do sono e um aumento da duraciao do sono total, em ambas as vias e doses testadas. Estes sdo
parametros classicamente relatados por drogas sedativas e depressoras do SNC
(WILLIANSON et al., 1996). No entanto, quando utilizado sozinho, o isopulegol ndo foi
capaz de induzir uma agdo sugestiva de sedacdo (reducdo de ALE) no teste do campo aberto.
Assim, € possivel que este monoterpeno, por si s6, ndo apresente um potencial sedativo nas
doses testadas, mas, como se trata de uma substancia possivelmente depressora do SNC
(potencializando o efeito inibitério do GABA), o isopulegol, por sinergismo, pode ter

contribuido para um aumento da depressao induzida pelo pentobarbital.

Clinicamente, a depressdo é considerada uma desordem psiquidtrica extremamente
comum, debilitante, com uma significante incidéncia na populacio mundial (LERER;
MACCIARDI, 2002). O modelo animal mais utilizado para a investigacdo de novas drogas
antidepressivas € o teste do nado forcado estabelecido por Porsolt ef al. (1977). Este teste
consiste em expor o animal a uma situa¢do inescapdvel, onde o mesmo alterna o seu
comportamento entre periodos de atividade vigorosa (“comportamento de fuga™) e de
imobilidade (que reflete um estado de ‘“desespero comportamental” no qual o animal €
rendido em seu desejo de escapar) (STERU et al., 1985). Embora a relagdo entre imobilidade
e depressao sejam controversas (GARDIER et al., 2001), € bem documentado que drogas com
reconhecida atividade antidepressiva, como a imipramina, reduzem o tempo de imobilidade

do animal neste teste (FERNANDEZ-TERUEL et al., 1990).
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Embora alguns estudos prévios demonstrem que drogas ansioliticas, tais como a
buspirona e o diazepam ndo apresentam atividade antidepressiva no teste do nado forcado
(PRZEGALINSKI et al., 1990; ABDEL SALAM; BAIUOMY, 2008), ha relatos na literatura
de substincias apresentando concomitante atividade ansiolitica e antidepressiva (SOUSA et
al., 2004). Desta forma, com o intuito de conhecermos o comportamento do isopulegol em
um dos modelos de depressdo mais utilizados na literatura, o teste do nado forcado foi
realizado. Os nossos resultados mostraram que o isopulegol aumentou o tempo de
imobilidade dos animais, em ambas as doses e vias utilizadas. Enquanto a imipramina, uma
droga antidepressiva cldssica, usada como controle positivo, como esperado, diminuiu o
tempo de imobilidade neste teste, indicando o seu potencial antidepressivo. Esses resultados

sugerem uma atividade depressora do SNC promovida pelo isopulegol.

Com o intuito de corroborar com os resultados obtidos no teste do nado for¢ado, um
outro modelo experimental foi utilizado, o teste de suspensdo da cauda. Este teste também
consiste em um modelo de desespero comportamental e € freqiientemente utilizado para a
investigacdo de efeito antidepressivo ou depressor de substincias. Baseia-se no fato de que
camundongos, quando suspensos pela cauda, também demonstram um padrdo temporal,
alternando entre periodos de atividade (“comportamento de fuga”) e imobilidade
(“comportamento de espera”), refletindo um “desespero comportamental” (PORSOLT et al.,
1978). No presente estudo, em ambas as vias e doses utilizadas, o isopulegol induziu
semelhante aumento no tempo de imobilidade dos animais suspensos pela cauda, confirmando
os resultados observados no modelo do nado for¢ado. Estes achados fortemente sugerem uma

provavel atividade depressora do SNC promovida pelo isopulegol.

Considerando que um déficit na coordenagdo motora, muito provavelmente, afetaria o
desempenho dos animais nos modelos do nado for¢ado e suspensdo da cauda, nés decidimos
investigar os efeitos do isopulegol no teste da barra giratdria rota rod. Este teste foi proposto
por Dunham e Miya (1957) e mede o efeito de relaxamento muscular ou incoordenagdo
motora. Os resultados demonstraram que o isopulegol nao alterou a coordenagao motora dos
animais em nenhuma das rotagdes testadas, diferenciando-se do diazepam 2 mg/kg (que nesta
dose apresenta efeito relaxante muscular), o qual diminuiu o tempo de permanéncia na barra
em todas as rotacdes. Estes resultados sugerem que o aumento da imobilidade dos animais
observado nos testes do nado forcado e suspensdao da cauda, pode ndo ter sido exercido

através do bloqueio neuromuscular periférico, mas provavelmente tais efeitos devem envolver
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neuronios que controlam a atividade depressora central (AMOS et al., 2001; ADZU et al.,

2002).

Como referido anteriormente, os mecanismos GABAérgicos estdo profundamente
implicados no controle da ansiedade, entretanto, as aminas biogénicas como a noradrenalina,
serotonina ¢ dopamina também participam efetivamente deste evento (SOUTHWICK et al.,

1999; MILLAN, 2003).

Um importante substrato bioldgico para a ansiedade é o neurdnio noradrenérgico, que
apresenta seu corpo celular na drea do tronco cerebral conhecida como locus ceruleus e
projeta-se para o cortex cerebral, sistema limbico, tronco cerebral e medula. Na resposta
aguda a situagdo estressante, hd um aumento importante de noradrenalina na fenda sindptica,
resultando em um aumento da resposta simpdtica evocada (MARGIS et al., 2003). Em
animais experimentais, a estimulacdo elétrica do locus ceruleus, tornando-o hiperativo, cria
estado andlogo a ansiedade. Deste modo, acredita-se que os estados de ansiedade sejam
acompanhados de hiperatividade dos neurdnios noradrenérgicos. De fato, exemplos de
sintomas de ansiedade consistentes com hiperatividade adrenérgica incluem taquicardia,
tremores e sudorese. Como os receptores alfa 2 terminais e somatodendriticos sao receptores
de feedback negativo, quando sdo ocupados pela noradrenalina, interrompem a liberacdo deste
neurotransmissor. Assim, a administracdo de agonistas alfa 2 (como a clonidina) € capaz de
reduzir a ansiedade, enquanto o bloqueio desses receptores promove a liberacdao de
noradrenalina, aumentando assim a ansiedade. Uma diminuicdo dos sintomas autondmicos da
ansiedade também ocorre mediante o bloqueio de receptores pds sindpticos através do uso de

beta-bloqueadores (como o propranolol).

No presente estudo, o efeito ansiolitico do isopulegol observado nos testes do LCE e
hole board foi acompanhado por uma redu¢do da concentracdo de noradrenalina no corpo
estriado dos animais apds tratamento agudo com isopulegol. Embora drogas o,-agonistas e
beta-bloqueadores sejam capazes de aumentar a exploracdo dos bracos abertos no teste do
LCE e o nimero de head dips no teste da placa perfurada (HANDLEY; MITHANI, 1984), no
presente estudo, ndo € possivel afirmar que a acao ansiolitica induzida pelo isopulegol nesses
testes esteja relacionada diretamente com receptores noradrenérgicos. Por outro lado,
considerando que o isopulegol, possivelmente, estaria atuando via sistema GABAérgico,

cujas vias neuronais desempenham importante acao inibitdria sobre as demais vias nervosas, €
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possivel que a reducdo na concentracdo de noradrenalina observada em corpo estriado se deva
a uma inibicdo de neurdnios adrenérgicos nesta drea cerebral. No entanto, uma possivel
interacdo direta em receptores adrenérgicos nio pode ser descartada e requer investigacdo em

futuros estudos.

Enquanto o papel da noradrenalina na ansiedade autonomica € conhecido, a
participacdo da serotonina ainda ndo estd completamente elucidada. As inervacdes
serotonérgicas originadas do nuicleo dorsal (NRD) e medial da rafe (NRM) localizam-se no
tronco cerebral (MOLLIVER, 1987). Regides como o estriado e cortex frontal recebem
preferencialmente inervacoes serotonérgicas do NRD (McQUADE; SHARP, 1997). Virios
modelos de ansiedade aguda em ratos estdo associados com aumento de serotonina no
hipocampo. Isto foi observado em experimentos de microdidlise nos quais ratos foram
expostos em diferentes testes de ansiedade, como por exemplo, o labirinto em cruz elevado
(WRIGHT et al., 1992) e interacdo social (CADOGAN et al., 1994). Rex et al. (1993)
encontraram aumento de serotonina em cortex frontal de cobaio exposto ao labirinto. Eles
observaram que este efeito foi atenuado pelo diazepam, um ansiolitico benzodiazepinico.
Demonstraram também que o antagonista do receptor benzodiazepinico, flumazenil, reverteu

ambos efeitos comportamentais e neuroquimicos do diazepam.

No presente estudo, os nossos resultados mostraram que o efeito ansiolitico do
isopulegol ndo foi acompanhado por uma reducdo da 5-HT no corpo estriado dos animais, a
qual permaneceu em niveis normais, semelhante ao observado com a concentracdo de seu
metabdlito 5-HIAA, indo de confronto aos estudos acima citados. No entanto, diversos
estudos evidenciam uma conflitante relacdo entre os efeitos ansioliticos de drogas e o
aumento de serotonina. Esses resultados conflitantes sugerem uma complexa interagdo entre
as diferentes vias serotonérgicas (e de seus varios subtipos de receptores) € outros sistemas
alvo conhecidos, os quais participam de forma diferenciada em cada modalidade de distirbio
emocional, o que explica, de certa forma, as peculiaridades das respostas terapéuticas
encontradas na clinica. Assim, acredita-se atualmente que a 5-HT exerca um duplo papel na
regulacdo do comportamento de defesa, aumentando a ansiedade quando atuando na amigdala
e contendo o panico agindo na MCPd (MARGIS et al., 2003, DOMBROWSKI, 2005). Desta
forma, sabe-se que o efeito ansiolitico associado a reducdo de serotonina depende da drea

cerebral estudada.
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Estudos demonstram que o hipocampo possui uma densa concentragdo de receptores
GABAZérgicos e, por isso, diversos relatos prévios evidenciam que este seria o principal local
de acdo de benzodiazepinicos e de seus agonistas contra estados de ansiedade geral, inclusive
promovendo uma redu¢@o na concentracdo serotonérgica nesta drea (DEKLOET et al., 1982;
ZETTERSTROM; FILLENZ, 1989; JOHNSON et al., 1995). Desta forma, considerando que
o isopulegol, pelo menos em parte, estaria atuando em nivel de SNC mediante sistema
GABA-BZP e que o hipocampo seria uma drea mais rica em receptores GABAérgicos do que
o corpo estriado, € possivel que as doses utilizadas no presente estudo ndo tenham sido
suficientes para induzirem alteracdes serotonérgicas em corpo estriado, o que talvez tivesse
sido evidenciado em hipocampo. No entanto, a investiga¢do da concentracio monoaminérgica

nesta area cerebral serd realizada em estudos futuros.

A interacdo do sistema GABAé&rgico com o sistema neurotransmissor dopaminérgico
tem despertado notdvel interesse nos ultimos anos (LEUNG et al., 2003). Estudos remotos
demonstram que o sistema GABAérgico desempenha um importante papel na regulacdo da
funcdo de neur6nios dopaminérgicos (DI CHIARA et al., 1978). Evidéncias indicam que ha
uma elevada concentragdo de GABA na substancia negra e, anatomicamente, a maioria dos
neuronios que vém da substancia negra e chegam ao estriado s@o dopaminérgicos. Assim,
uma estimulacdo GABAérgica na substincia negra diminuiria a funcdo dopaminérgica no
corpo estriado e em outras dreas cerebrais (DI CHIARA et al., 1978, 1979; GERFEN, 2004).
De fato, foi observado que benzodiazepinicos como o diazepam manifestaram marcada
redugdo na concentracdo extracelular da dopamina, enquanto um aumento da liberacdo deste
neurotransmissor foi elicitada pelo antagonista benzodiazepinico, flumazenil (FINLAY et al.,
1992). No presente estudo, foi observada semelhante redu¢ido na concentracdo de dopamina
induzida pelo isopulegol no corpo estriado dos animais, com conseqiiente reducdo dos
metabodlitos DOPAC e HVA, sugerindo uma inibicdo do sistema dopaminérgico na area
estudada. Considerando que o isopulegol, pelo menos em parte, estaria atuando via sistema
GABAZérgico, esses resultados estdo de acordo com o que preconiza a literatura sobre uma

modulagdo GABAérgica de neurdnios dopaminérgicos (DICHIARA et al., 1978, 1979).

Como referido anteriormente, embora seja bem estabelecido que a depressdo esta
relacionada a uma reducdo de noradrenalina e serotonina (BLIER; MONTIGNY, 1994),
atualmente € largamente aceito que a dopamina também participa da fisiopatogenia da

depressao (BROWN et al., 1993; JOCA et al., 2000). Estes achados sdo evidenciados em
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modelos animais de depressdo, nos quais a concentragdo de dopamina extracelular no cérebro
estivera diminuida (ROSSETTI et al., 1993). Essa teoria é também fundamentada a partir da
observacdo de efeitos antidepressivos de drogas (JOCA et al., 2000), como exemplo, a
bupropiona, um inibidor seletivo da captacdo de dopamina, clinicamente usado em humanos
como um antidepressivo ou na terapia de retirada da nicotina (ASCHER et al., 1995;
RICHMOND; ZWAR, 2003). A principal objecao da hipdtese dopaminérgica da depressao €
que clinicamente os antidepressivos efetivos inibem a captacdo de serotonina ou
noradrenalina, mas ndo dopamina. Existe uma aparente contradicio no mecanismo de agdo
desses antidepressivos, pois, apesar do bloqueio da captacdo de serotonina e noradrenalina
ocorrer imediatamente apds o tratamento agudo, o efeito clinico dos antidepressivos acontece
apenas apos duas ou quatro semanas de tratamento. Essa afirmativa pode fortalecer a hipotese
dopaminérgica, pois estudos mostram que o tratamento cronico com todos os inibidores da
captacdo de serotonina e noradrenalina potenciam a transmissdo dopaminérgica no nucleo
accumbens (SERRA et al. 1992). Assim, a diminui¢do da concentracdo de dopamina e seus
metabolitos associada a reducao de noradrenalina em corpo estriado observada apds o uso de
1sopulegol € consistente tanto com os efeitos ansioliticos observados nos testes de LCE e hole

board, quanto com o seu efeito depressor evidenciado no teste do nado forgado.

Estudos mostram que administracdo sistémica de agonistas dopaminérgicos D1 em
ratos aumenta o comportamento de grooming (auto-limpeza), mas ndo aumenta
significantemente a locomoc¢do ou outros comportamentos estereotiopados (JACKSON;
WESTLIND-DANIELSSON, 1994). Entretanto, de forma oposta, a injecdo de antagonistas
desses receptores, tais como SCH-23390 reduzem o mesmo comportamento, de maneira dose
e tempo-dependente (MEYER et al., 1993). No presente estudo, o isopulegol induziu redugdo
de comportamento de grooming no campo aberto, bem como diminuiu a concentra¢do de DA
em corpo estriado, o que estd de acordo com tais estudos citados. No entanto, estudos futuros
voltados a investigacdo das acOes (indiretas ou diretas) do isopulegol sobre receptores

dopaminérgicos sdo necessdrios.

Em conclusao, os resultados dos testes do LCE e hole board sugerem que o isopulegol
apresenta provdvel efeito ansiolitico, o qual esta relacionado, pelo menos em parte, ao sistema
GABAA/BZP. Esta acdo ansiolitica induzida pelo isopulegol ndo foi acompanhada de efeito
sedativo, o que foi evidenciado pela auséncia de diminui¢do de ALE no teste do campo

aberto. Os parametros observados no teste do nado forcado, suspensao da cauda e tempo de



113

sono induzido por pentobarbital sugerem fortemente que o isopulegol apresenta possivel
efeito depressor do SNC e corroboram com a sua acao ansiolitica observada inicialmente. Em
conjunto, esses resultados sdo também consistentes com a reducdo na concentracdo das
monoaminas cerebrais observadas em corpo estriado. Nossos resultados demonstraram que o
isopulegol, mesmo sendo um andlogo estrutural do mentol, apresentou atividade
farmacoldgica depressora do SNC, em oposi¢ao aos efeitos psicoestimulantes apresentados
pelo mentol em estudos prévios. Esta divergéncia de resultados pode ser explicada por uma

ténue diferenca estrutural existente entre ambas as substancias.
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5.2 Capitulo II - Efeitos do Isopulegol sobre Convulsoes Induzidas por Pentilenotetrazol

em Camundongos

5.2.1 Introducao

Estima-se que a incidéncia de epilepsia e desordens convulsivas seja de,
aproximadamente, 43 casos por cada 100.000 habitantes de paises desenvolvidos, e quase o
dobro de casos nos paises em desenvolvimento (MCHUGH; DELANTY, 2008). Embora os
novos farmacos anticonvulsivantes disponiveis, com efeitos adversos menos freqiientes e
maiores indices terapéuticos, sejam comumente usados para controlar e prevenir convulsoes,
seu uso prolongado acarreta em risco considerdvel de morbidade (SIRVEN, 2002). Nesse
contexto, substiancias com propriedades anticonvulsivantes t€m sido exaustivamente
estudadas na tentativa de se desenvolver drogas com eficdcia terap€utica cada vez maior, com
menor morbidade e baixos custos. Dentre tais substancias, diversos compostos extraidos de
plantas tém apresentado notdvel potencial anticonvulsivante em estudos experimentais
conduzidos no mundo todo (DE SOUSA et al., 2006; KUBACKA et al., 2006; NASSIRI-
ASL et al., 2007; DE ALMEIDA et al., 2008).

Estudos demonstram que o bloqueio das convulsdes induzidas pelo PTZ (um
bloqueador seletivo da transmissao GABAérgica) € uma caracteristica de substancias com
efeitos depressores do SNC (DE ALMEIDA et al., 2008), presumivelmente, por elas
aumentarem os efeitos inibitorios do GABA. Nesse contexto, o PTZ tem sido comumente
utilizado em modelos animais para investigar o potencial anticonvulsivante de substancias
(OLIVEIRA et al., 2004; SWIADER et al., 2006). Considerando que varios monoterpenos,
incluindo o isopulegol (WATT et al., 2008), foram mostrados como moduladores positivos
dos receptores GABA4, 0 presente capitulo teve como objetivo investigar se o isopulegol
seria capaz de promover alguma protecdo contra as convulsdes induzidas por PTZ em
camundongos. Ainda, a a¢do anticonvulsivante de alguns monoterpenos esteve associada as
suas propriedades antioxidantes (DE ALMEIDA et al., 2008). Esses dados nos levaram
também a investigar, no presente estudo, o potencial antioxidante do isopulegol frente ao

estresse oxidativo induzido pelo PTZ em hipocampo de camundongos.
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5.2.2 Objetivos especificos

> Investigar o potencial anticonvulsivante do isopulegol no modelo de convulsdo
induzida por pentilenotetrazol (PTZ) em camundongos e verificar o possivel envolvimento

dos sitios receptores benzodiazepinicos nesta agao.

> Verificar o potencial sedativo do isopulegol nas doses de 100 e 200 mg/kg através da

determinagdo da ALE no teste do campo aberto.

> Determinar a taxa de peroxidagdo lipidica e a producdo de nitrito em hipocampo de

camundongos expostos a0 modelo de convulsdo induzida por PTZ.

> Verificar a atividade da enzima antioxidante catalase e a concentra¢do de glutationa
reduzida (GSH) em hipocampo de camundongos expostos ao modelo de convulsdo induzida

por PTZ.
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5.2.3 Métodos

5.2.3.1 Determinacdo da Atividade Anticonvulsivante, ALE e Participacdo do Estresse

Oxidativo

» Protocolo experimental

Para a investigacdo de uma possivel atividade anticonvulsivante do isopulegol, os
animais foram tratados com o isopulegol nas doses de 25, 50, 100 e 200 mg/kg, 30 minutos
(i.p.) ou 1 hora (v.0.) antes da administracio do pentilenotetrazol (PTZ) em uma dose
necessaria para causar convulsdes em 97% dos animais (99 mg/kg, s.c.), de acordo com
Swiader et al. (2006). Os grupos controles receberam veiculo (salina a 0,9 % com 3 % de
Tween 80, i.p. ou v.0.) no mesmo volume dos grupos tratados com a substancia teste (10
ml/kg). Como referéncia de uma droga anticonvulsivante, foi utilizado diazepam 1 mg/kg,
1.p.. Com a finalidade de investigar o mecanismo de acdo do isopulegol, em um grupo
adicional, os animais receberam flumazenil (2,0 mg/kg, i.p.), um antagonista do receptor
benzodiazepinico, 15 min antes do isopulegol (100 e 200 mg/k, i.p., doses que apresentaram
significante efeito anticonvulsivante) ou do diazepam (1 mg/kg, i.p.). Apds a administracao
do PTZ, os animais foram colocados em ambiente reservado para observacao dos grupos pelo
periodo de até 20 minutos (estudo comportamental). Os animais que ndo sobreviveram até o
final do periodo de observacao foram decapitados logo apds a morte e os sobreviventes foram
sacrificados por deslocamento cervical e decapitados logo apés o estudo comportamental. O
hipocampo foi imediatamente removido sob gelo e armazenado a -70°C para a realizacdo das

seguintes dosagens bioquimicas: catalase, GSH, peroxidacao lipidica e nitrito.

» Teste da convulsao induzida por Pentilenotetrazol (PTZ)

Este experimento foi realizado seguindo a metodologia descrita por Swinyard et al.

(1952), e teve a finalidade de avaliar a possivel acdo anticonvulsivante da droga teste. Trinta
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minutos (i.p.) ou uma hora (v.0.) apds os tratamentos com isopulegol (25, 50, 100 e 200
mg/kg), veiculo (salina a 0,9% com 3% de Tween 80), ou diazepam (1 mg/kg, i.p.), todos os
grupos experimentais foram tratados com PTZ (99 mg/kg, s.c.). Em seguida os camundongos
foram colocados em gaiolas individuais e observados por até 30 minutos. Durante o periodo
de observacdo dos animais, foram registrados os seguintes parametros: o tempo de
manifestacdo da primeira convulsiao do tipo cldnica ou tonico-clonica (laté€ncia de convulsao)
e o tempo gasto entre a 1* convulsdo e a morte (laténcia de morte). O percentual de protecdo
contra a morte foi também calculado e descrito (mas ndo apresentado graficamente). Para

este experimento, foram utilizados 8-10 animais por grupo.

Subsequentemente, com a finalidade de investigar um possivel envolvimento dos
sitios benzodiazepinicos de receptores GABAA na acdo anticonvulsivante do isopulegol, um
grupo de animais foi tratado com flumazenil (2,0 mg/kg, i.p.) 15 min antes de receberem
veiculo (salina a 0,9% com 3% de Tween 80, i.p.) (FLU-2,0 + veiculo); dois outros grupos
receberam flumazenil (2,0 mg, i.p.) 15 min antes da administragdo de isopulegol (100 e 200
mg/kg, i.p.) (FLU-2,0 + ISO-100 e FLU-2,0 + ISO-200); um outro grupo de camundongos
recebeu flumazenil (2,0 mg, i.p.) 15 min antes do diazepam (1 mg/kg, i.p.) (FLU-2,0 + DZP-
1). Os grupos controles receberam apenas veiculo ou diazepam (1 mg/kg, i.p.). A dose
(NASSIRI-ASL et al., 2007) e tempo (HOSSEINZADEH et al., 2005) utilizados para a
investigagdo do mecanismo de acio GABAérgico com flumazenil foram utilizadas conforme
previamente descrito. Os grupos experimentais foram expostos a convulsio induzida por PTZ

30 min ap6s a administragao dos tratamentos.

» Teste do Campo Aberto

Este teste foi realizado para avaliar a atividade exploratéria do animal, de acordo com
o método descrito por Archer (1973). O aparato utilizado na realizacdo do experimento (para
camundongos) é feito de acrilico (paredes transparentes e piso preto, 30 x 30 x 15 cm) e
dividido em 9 quadrantes iguais. Apos 30 (i.p.) ou 60 minutos (v.0.) da administracdo dos
tratamentos, os animais, um por vez, foram colocados no centro do campo aberto onde o
nimero de cruzamentos com as quatro patas (atividade locomotora espontanea; ALE),

nimero de comportamentos de auto-limpeza (grooming) e o nuimero de levantamentos
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verticais (rearing), sem encostar as patas nas paredes, foram registrados durante um tempo de

5 minutos. Para este teste, foram utilizados 8-15 animais por grupo.

» Determinacio da producdo de substincias acidas reativas com o dacido

tiobarbitiarico (TBARS)/ Avaliacao da peroxidacao lipidica

= Meétodo

A peroxidacdo lipidica é uma das mais importantes expressoes organicas do estresse
oxidativo induzido pela reatividade de radicais livres do oxigénio. O método mais empregado
para a determinag¢do do malonildialdeido (MDA) em amostras bioldgicas € baseado na sua
reacdo com o 4cido tiobarbitirico (TBA). Nesta reacdo, duas moléculas de TBA reagem
estequiometricamente com uma molécula de MDA para formar uma solucao de cor rosa, que
tem absorbancia mdxima em pH &dcido em 532 a 535 nm. O coeficiente de extingdo deste
cromoéforo em um comprimento de onda de 535 nm e pH 1,0 é de 1,56 x 10° M. O método

utilizado neste experimento foi descrito por HUANG et al. (1998), com leves modificagdes.

*  Procedimento experimental

Os hipocampos foram homogeneizados em tampao fosfato 0,05 M, pH 7,0 a 10 %
(peso/volume). Apds obtencdo dos homogenatos, uma aliquota de 250 pl de cada
homogenato foi incubada a 37 °C por 1 h. Apds o periodo de incubacgdo, foi acrescentado
aos homogenatos 400 pl de acido perclorico a 35% e, em seguida, a mistura foi centrifugada
durante 20 min a uma rotacdo de 14.000 rpm. Apds centrifugacdo, o sobrenadante foi
separado e acrescido a este 200 pL de acido tiobarbitirico 1,2 %. Apds agitacdo, essa
mistura foi mantida em banho maria com agua fervente (100 °C) por 30 min e, logo em
seguida a retirada do banho maria, a mistura foi colocada em um banho de gelo para o
retorno da reagdo a temperatura ambiente. A leitura foi realizada em espectrofotometro com

comprimento de onda ajustado para 532 nm. Como padrdo, foram utilizadas varias
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concentragdes de MDA (0,627 a 16,77 umol). Os resultados foram expressos como
umol/mg de proteina. As proteinas foram determinadas utilizando o método de Lowry et al.

(1951).

» Curva-padrao de Malonildialdeido (MDA)

A partir da solucdo padrao de MDA (6mols), foram preparadas as solugdes a 0,627;
1,247; 2,463; 4,8; 9,16 e 16,77 umol. O branco foi confeccionado com 4gua destilada. A
leitura da absorbéncia foi realizada a 532nm para determinacido da equacdo da curva-padrdo

de MDA.

= Solucoes reagentes

Foram utilizadas as seguintes solucdes reagentes:

o Tampao fosfato de potassio monobasico 50 mM

1,36 mg de KH,PO,4 (Reagen, RJ, Brasil) foram dissolvidos em 1000 mL de dgua
destilada e o pH ajustado para 7,4.

e Solucao de acido tricloroacético

10 mL de ATC (Sigma, MO, EUA) mais 90mL de 4gua bidestilada.

e Solucao de acido tiobarbitarico (TBA)

50mg de TBA (Sigma, St. Louis, MO, EUA) em 50mL de dgua bidestilada.
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» Determinacao da atividade da Catalase

= Meétodo

A atividade da catalase foi medida pelo método que usa o peroxido de hidrogénio para

gerar HO e O, MAEHLY & CHANCE, 1954).

* Procedimento experimental

A éarea cerebral (HIP) foi homogeneizada em tampao fosfato 0,05 M, pH 7,0 a 10 %
(peso/volume). O primeiro passo para determinacao da atividade da catalase foi o preparo do
meio de reacdo que € constituido por 9 mL de per6xido de hidrogénio diluido em 4dgua
destilada (1/1000) em 0,5 mL de tampao tris-HCl 1 M EDTA 5mM, pH 8 e 0,5 mL de dgua
mili Q. Ap6s centrifugagdao de 40 pul. de homogenato a 14.000 rpm por 30 min, uma amostra
de 20 pL do sobrenadante foi adicionada a 980 pL. do meio de reacdo. Apos 1 min e 6 min, as
absorbancias inicial e final foram registradas a um comprimento de onda de 230 nm e os
resultados expressos em pM/min/pg de proteina.. A curva padrdo foi realizada utilizando
catalase purificada (Sigma, MO, USA) sob condi¢des idénticas as do ensaio. As proteinas

foram determinadas utilizando o método de Lowry et al. (1951).

*  Solucoes reagentes

Foram utilizadas as seguintes solucdes reagentes:

° HzOz diluido

10 uL de peridol 30 % foram diluidos em dgua destilada g.s.p. 10 ml.

e Tampao Tris-HCI IM EDTA 5mM, pH 8,0
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Foram pesados 12,11 g de trizma base e 0,1861 g de EDTA e diluidos para 100 mL de

dgua destilada e o pH foi ajustado para 8,0 com 4cido cloridrico.

» Determinacio da concentracao da glutationa reduzida (GSH)

= Método

A determinacdo da concentracao da GSH baseia-se na reac¢do do reagente de Ellman, o
5,5'-ditiobis (4cido 2-nitrobenzdico) (DTNB) com o tiol livre originando um dissulfeto misto
mais dcido 2-nitro-5-tiobenzdico. A medida do produto de reacdo formado € feita por leitura

da absorbancia a 412 nm, conforme descrito anteriormente por Sedlak e Lindsay (1968).

*  Procedimento experimental

A dosagem de GSH foi realizada em HIP em experimentos de convulsdes, bem como

em estomago e figado apds experimentos de gastroprote¢ao (como descrito mais adiante).

Ap0s experimentos de convulsdo, homogenatos de HIP foram preparados a 10% em
EDTA 0,02 M. Em seguida, foi retirado 400 pL desse homogenato e adicionado 320 pL de
dgua destilada e 80 pLL de 4cido tricloroacético a 50%. O material foi agitado e centrifugado a
3.000 rpm por 15 min. Em seguida, foi recolhido 400 pLL do sobrenadante e acrescido 800 pL
de tampao Tris-HCl 0,4 M, pH 8,9 e 20 uLL de DTNB 0,01 M. Ap6s 1 minuto da reacdo, foi
feita a leitura da coloracdo em 412 nm, através de um espectrofotometro Beckman DU,
acoplado a um sistema de modernizacdo da Gilford, USA, o que permitiu leitura automética
em sistema digital e forneceu maior sensibilidade. A concentragdo da glutationa reduzida foi
expressa em Mg de GSH/mg de proteina. Para a realizagdo deste experimento, foram

utilizados 7-8 animais por grupo.
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= Curva-padrao de glutationa (GSH)

A partir da solu¢do padrao de GSH (1mg/mL), foi preparado 4 mL (em triplicata) de
solugdes a 6,25; 12,5; 25; 50 e 100 pg/mL. O branco foi feito com dgua destilada (4 mL) e a
cada tubo das solu¢des de GSH foi acrescentado 4 mL de tampao Tris HC1 0,4 M (pH 8.9).
Adicionou-se ainda a cada tubo 0,1 mL de DTNB (0,01M) e feita a leitura da absorbancia a

412 nm ap6s 1 min da adicdo do DTNB, e determinada a equacgdo da curva padrao de GSH.

= Solucoes reagentes

Foram utilizadas as seguintes solucdes reagentes:

e Solucao de acido etilenodiaminotetracético

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

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

270 mL de agua bidestilada.

e Tampao Tris-HCl

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

EDTA 0,2 mM, mais 300 mL de dgua bidestilada, obtendo-se uma concentracdo de 0,4 M. O

pH foi ajustado com solucao HCI 0,1 N (MERCK, Rio de Janeiro, Brasil) para pH 8.9.

e Solucao de acido 5:5-ditiobis—2-nitrobenzoato

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

e Solucao de acido tricloroacético

ATC (Sigma, St. Louis, MO, EUA) 50 mL mais 50 mL de dgua bidestilada.
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e Solucao de glutationa

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

» Dosagem de nitrito

= Meétodo

O reativo de Griess (N-1-naftiletilenodiamina a 0,1 % em &4gua, sulfanilamida 1 % em
acido fosforico 5 %) revela a presenca de nitrito em uma amostra (urina, plasma, homogenato
tecidual) por uma reacao de diazotizacao que forma um croméforo de cor réseo, com um pico

de absorbancia em 560 nm (GREEN et al., 1981)

* Procedimento experimental

A drea cerebral (HIP) foi homogeneizada em salina a 10 % (peso/volume). Para a
realiza¢do do ensaio foram usados 100 pL do reagente de Greiss e adicionados 100 puL do
sobrenadante (centrifugado) do homogenato da drea cerebral de cada animal ou 100 UL dos
padrdes nas vdrias concentragdes. Para o branco foram usados 100 uL. do reagente de Greiss
e adicionados 100 pL de salina. A leitura da absorbancia foi feita em 560 nm por
espectrofotometria. As leituras da absorbancia dos padrdes (y) foram plotadas contra as
concentracoes de cada padrao (x), entdo se determinou a equacao da reta, que foi usada para a
determinagdo da concentracdo de cada amostra. Para a realizagdo deste experimento, foram

utilizados 8-10 animais por grupo

= Solucoes reagentes

Foram utilizadas as seguintes solucdes reagentes:
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e NEED 0,1 % (N-1-naftiletilenodiamina)

0,1 g de N-1-naftiletilenodiamina (Sigma, EUA) foram diluidos em 100 mL de dgua

destilada.

o Acido fosférico 5 %

5 ml do 4cido fosférico (Sigma, EUA) foram diluidos para um volume final de 100

mL em baldo volumétrico.

e Sulfanilamida 1 % em acido fosforico 5 %

1 g de sulfanilamida (Sigma, EUA) foram dissolvidos em um volume final de 100 mL

de acido fosforico.

e Reagente de uso (Reagente de Greiss)

Misturaram-se partes iguais de NEED 0,1 %, 4dgua bidestilada, sulfanilamida a 1 % e

acido fosféricoa 5 % (1:1:1:1).

» Dosagem de proteina (Método de Lowry)

= Meétodo

A quantidade de proteina em homogenatos de HIP (quando para a determinagdo da
concentracdo de GSH, peroxidacao lipidica, nitrito e atividade da catalase), bem como em
estdmago ou figado (quando para a determinacdo da concentragao de GSH), foi determinada a
25 °C utilizando albumina sérica bovina como padrao, de acordo com o método previamente
descrito (LOWRY et al., 1951), que utiliza duas reagdes de formagdo de cor para analisar a
concentracdo proteica fotometricamente. Inicialmente € feita uma reacido biureto de baixa

eficiéncia na qual os fons de cobre alcalino produzem uma cor azulada na presenca de



125

ligacdes peptidicas. Esta cor biureto € caracteristica de todas as proteinas e fornece uma cor
basica de fundo para a préxima etapa de ensaio. Depois o método emprega uma mistura
complexa de sais inorganicos, o reagente Folin-Ciocalteau, que produz uma cor verde azulada
intensa na presenca de tirosina ou triptéfano livres ou ligados a proteinas. Como as
quantidades desses dois aminoécidos sdo geralmente constantes nas proteinas soldveis, com
poucas exceg¢des, a cor das reagdes (verde-azulada) € indicativa da presenga de proteina e a
intensidade da cor proporcional a concentragdo. Esta coloracdo foi medida em 750 nm,
através de espectrofotometro Beckman DU 640B, acoplado a um sistema de modernizacdo da
Gilford, USA. A dosagem de proteinas foi realizada utilizando os mesmos homogenatos
confeccionados para cada uma das dosagens de: peroxidacdo lipidica, GSH e atividade da

catalase.

* Solucoes reagentes

e Reagente A:

Na,CO;3; (Reagen, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) a 2 % em NaOH (Reagen, Rio de Janeiro,
RJ, Brasil) 0,1 N;

e Reagente B:
CuS04.5H;0 a 0,5 % em NaKCsH406.4H,O (Grupo Quimica, Rio de Janeiro, RJ,
Brasil) a 1 %;

e Reagente C:
Solucdo de cobre alcalino (24 mL do reagente A com 1 mL do reagente B, misturados no

momento de usar);

e Reagente de Folin:

Ciocalteau - Fenol (Labordin, Piraquara, PR, Brasil), 1:1 em dgua bidestilada;

e Solucao de albumina sérica bovina

1 mg/mL de albumina sérica bovina (Sigma, St Louis, MO, USA) em 4gua bidestilada.
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5.2.4 Resultados

5.2.4.1 Estudo comportamental

» Efeitos do isopulegol nas convulsoes induzidas pelo pentilenotetrazol

Como mostrado na Figura 25 A, o pré-tratamento dos animais com isopulegol,
intraperitonealmente, na dose de 200 mg/kg promoveu um significante aumento na laténcia
(s) para o desenvolvimento das convulsdes, quando comparado ao grupo controle tratado com
veiculo previamente ao PTZ (Salina + PTZ: 144,2 + 20,10 s; ISO-200 + PTZ: 919,3 £+ 90,70
s; p<0,05). O aumento observado com as doses de 25 mg/kg (ISO-25 + PTZ: 173,9 + 23,23 ),
50 mg/kg (ISO-50 + PTZ: 204,6 + 32,24 s) e 100 mg/kg (ISO-100 + PTZ: 293,3 + 78,61) nao
foram considerados estatisticamente significantes, quando comparado ao controle tratado com
veiculo. Como esperado, o DZP promoveu um significante aumento na laténcia (s) para as

convulsdes (DZP-1 + PTZ: 856,9 + 118,90 s, p<0,05), quando comparado ao controle.

A Figura 26 A mostra que o isopulegol, i.p., causou um aumento dose-dependente na
laténcia para a mortalidade dos animais em trés doses testadas (Salina + PTZ: 478,3 + 67,38 s;
ISO-50 + PTZ: 725,1 £ 70,79 s ISO-100 + PTZ: 824,9 £ 116,10 s; ISO-200 + PTZ: 1.200,0 £
0.0 s; p<0,05), comparadas ao controle, enquanto a dose de 25 mg/kg nio induziu alteragdao
significante (ISO-25 + PTZ: 596,1 + 78,44 s). Como esperado, resultados semelhantes foram
obtidos com o DZP (DZP-1 + PTZ: 1.200,0 £ 0,0 s; p<0,05). Quando calculado o percentual
de mortalidade, verificou-se que, similarmente ao DZP, o isopulegol na dose de 200 mg/kg
protegeu 100 % dos animais da morte, enquanto a dose de 50 e 100 mg/kg causaram uma

protecdo de 12,5%, quando comparado ao controle (0,0% de protecao).

Quando administrado oralmente, o isopulegol também causou aumento significativo
na laténcia para o desenvolvimento das convulsdes apenas na dose de 200 mg/kg, quando
comparado ao controle tratado com veiculo previamente ao PTZ (Salina + PTZ: 66,36 + 3,23
s; ISO-200 + PTZ: 1774 s; p<0,05). De maneira semelhante ao observado com a

administracao intraperitoneal, ndo foram observadas diferencgas estatisticamente significantes
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nas doses de 25 mg/kg (ISO-25 + PTZ: 107,2 + 18,86 s), 50 mg/kg (ISO-50 + PTZ: 110,3 +
10,74 s) e 100 mg/kg (ISO-100 + PTZ: 133,4 + 12,12). Como esperado, o DZP também
promoveu um significante aumento na laténcia (s) para as convulsdes (DZP-1 + PTZ: 363,6 +

47,76 s, p<0,05), quando comparado ao controle (Figura 25 B).

A Figura 26 B mostra que o isopulegol administrado oralmente também causou um
aumento dose-dependente na laténcia para a mortalidade dos animais em trés doses testadas
(Salina + PTZ: 296,9 + 26,43 s; ISO-50 + PTZ: 629 + 77,14 s ISO-100 + PTZ: 871,7 + 117,3
s; 1ISO-200 + PTZ: 1075 £ 79,36 s; p<0,05), enquanto a dose de 25 mg/kg ndo induziu
alteracdes significantes (ISO-25 + PTZ: 447,8 + 68,24 s), quando comparado ao controle.
Como esperado, resultados semelhantes foram obtidos com o DZP (DZP-1 + PTZ: 1030 +
109,8 s; p<0,05). Quando calculado o percentual de mortalidade, verificou-se que o
isopulegol na dose de 100 e 200 mg/kg protegeram 25 e 50 % dos animais da morte,
respectivamente, enquanto nas doses de 25 e 50 mg/kg ndo foram observados animais
sobreviventes, quando comparado ao controle (0,0 % de sobrevivéncia). O Diazepam (1

mg/kg, v.0.) protegeu 62,5% da morte.
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Figura 25. Efeitos do isopulegol, via intraperitoneal (A) e oral (B), sobre a laténcia para

o desenvolvimento das convulsoes induzidas por PTZ em camundongos.

Nota: Os animais receberam isopulegol (25, 50, 100 e 200 mg/kg, i.p. ou v.o0.), DZP (1 mg/kg, i.p. ou v.0.) ou
veiculo (salina em 3% de Tween 80, i.p. ou v.0.) 30 min (i.p.) ou 60 min (v.0.) antes de receberem PTZ (99
mg/kg, s.c.). A laténcia para o desenvolvimento das convulsdes é mostrada em A (i.p.) ¢ B (v.0.). Os valores
representam a média = E.P.M. (n = 8-10 camundongos). Para a andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguido
por Student Newman Keuls como teste post hoc. **p < 0,01, ***p < 0,001 vs controle; ##p < 0,001, quando
comparado ao grupo do ISO-100.
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Figura 26. Efeitos do isopulegol, via intraperitoneal (A) e oral (B), sobre a laténcia para

a mortalidade induzida por PTZ em camundongos.

Nota: Os animais receberam isopulegol (25, 50, 100 e 200 mg/kg, i.p. ou v.o.), DZP (1 mg/kg, i.p. ou v.0.) ou
veiculo (salina em 3% de Tween 80, i.p. ou v.0.) 30 min (i.p.) ou 60 min (v.0.) antes de receberem PTZ (99
mg/kg, s.c.). A laténcia para a mortalidade dos animais € mostrada em A (i.p.) e B (v.0.). Os valores representam
a média = E.P.M. (n = 8-10 camundongos). Para a andlise estatistica foi utilizado 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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» Efeitos do flumazenil na atividade anticonvulsivante do isopulegol

Quando comparado ao grupo controle tratado com veiculo (Salina + PTZ: 139,1 +
18,1 s), o tratamento com isopulegol (200 mg/kg, i.p.) aumentou a laténcia para o inicio das
convulsdes, e o pré-tratamento dos animais com flumazenil (2 mg/kg, i.p.) reverteu esta
alteracdo (Salina + ISO-200 + PTZ: 959.,4 + 86,5 s; FLU-2 + ISO-200 + PTZ: 318,7 + 75,9 s;
FLU-2 + Salina + PTZ: 90,6 + 26,8 s; p<0,05), de forma semelhante ao ocorrido para o
diazepam (Salina + DZP-1 + PTZ: 911,6 £ 66,61 s; FLU-2 + DZP-1 + PTZ: 186,3 + 44,5 s;
p<0,05), (Figura 27 A). Entretanto, o flumazenil ndo promoveu reversdo no aumento do
tempo de laténcia para a mortalidade induzido pelo isopulegol (Salina + ISO-200 + PTZ:
1.200 % 0,00; FLU-2 + ISO-200 + PTZ: 1.200 £ 0,00 s), e pelo diazepam (Salina + DZP-1 +
PTZ: 1200 £+ 0,00 s; FLU-2 + DZP-1 + PTZ: 1166 = 22,19 s; p<0,05) (Figura 27 B).
Consequentemente, ndo foi observada reversdo no percentual de morte nos animais pré-
tratados com isopulegol e diazepam, quando comparado ao grupo controle (0,0%). Os animais
tratados apenas com flumazenil ndo apresentaram nenhuma alteracdo significante nos

parametros observados, quando comparado aos respectivos controles (Figura 27 A e B).
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Figura 27. Efeitos do flumazenil sobre as acoes do isopulegol na laténcia para o
desenvolvimento das convulsoes (A) e mortalidade (B) induzidas por PTZ em

camundongos.

Nota: Os animais receberam flumazenil (2 mg/kg, i.p.) 15 min antes dos tratamentos com isopulegol (25, 50,
100 e 200 mg/kg, i.p.), DZP (1 mg/kg, i.p.) ou veiculo (salina em 3% de Tween 80, i.p.). Apds 30 min, eles
receberam receberem PTZ (99 mg/kg, s.c.). A laténcia para o desenvolvimento das convulsdes € mostrada em A,
enquanto a laténcia para a mortalidade dos animais € mostrada em B. Os valores representam a média + E.P.M.
(n = 8-10 camundongos). Para a andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls
como teste post hoc. a p < 0,001 vs controle; b p < 0,001 vs ISO-200; ¢ p < 0,001 vs DZP-1; ***p < 0,001 vs
controle.
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» Atividade locomotora espontanea no teste do campo aberto

Considerando a possivel propriedade depressora do isopulegol, a ALE dos animais foi
também observada no teste do campo aberto com as doses utilizadas no presente capitulo (100

e 200 mg/kg , i.p. e v.0.).

O tratamento intraperitoneal com isopulegol nas doses de 100 e 200 mg/kg foi capaz
de induzir significante reducdo na atividade locomotora dos animais, em ambas as doses
testadas e de maneira dose dependente [ALE (i.p.): ISO-100: 51,44 *+ 3,35; ISO-200: 24,56 *+
2,77; p < 0,05], com relagdo ao controle intraperitoneal (61,25 = 1,78) (Figura 28 A).
Similarmente, o tratamento oral também induziu altera¢do significante neste pardmetro,
embora em intensidade menor [ALE (v.0.): ISO-100: 69,4 + 4,50; ISO-200: 59,8 + 5,41; p <
0,05], quando comparado ao controle oral (81,2 £ 3,52) (Figura 28 B). O diazepam 2 mg/kg,
i.p., usado como droga padrdo, como esperado, também reduziu a ALE dos animais, com
relagcdo aos grupos controles i.p. e v.o. (DZP-2, i.p.: 33,6 £ 2,44; DZP-2, v.0.: 42,78 £ 3,35; p
< 0,05) (Figura 28 A e B).
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Figura 28. Efeito do isopulegol, via intraperitoneal (A) e oral (B), sobre a atividade

locomotora espontinea no teste do campo aberto.

Nota: Isopulegol (ISO 100 e 200 mg/kg, i.p. ou v.o.), diazepam (DZP, 2 mg/kg, i.p.) ou veiculo/controle (salina
a2 0,9% em 3 % de Tween 80, i.p. ou v.0.) foram administrados 30 (i.p.) ou 60 min (v.0.) antes do experimento.
Os valores representam a média + E.P.M. do nimero de travessias durante 5 min (n = 8§ camundongos). Para a
andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste post hoc. *p < 0,05, **p
< 0,01, ***p < 0,001 vs controle; ### p < 0,001 vs ISO-100.
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5.2.4.2 Dosagens bioquimicas em hipocampo de camundongos

» Efeitos do isopulegol sobre a producao de substancias acidas reativas com o acido
tiobarbitirico (TBARS) em hipocampo de camundongos submetidos ao teste de

convulsio induzida por PTZ.

Os resultados da andlise da produgdo de substincias reativas com o dcido
tiobarbitdrico (TBARS) em hipocampo de camundongos foram expressos em pmol de MDA

(malonildialdeido)/ mg de proteina, como um indicador de peroxidacao lipidica.

Um aumento significativo na concentracdo de MDA, em relagdo ao grupo controle, foi
evidenciado no hipocampo dos animais tratados com PTZ. Esse aumento foi revertido pelo
pré-tratamento com isopulegol em ambas as doses testadas (Salina: 8,2 + 0,39; Saline + PTZ:
9,9 £+ 0,39; ISO-100 + PTZ: 8,0 + 0,44; ISO-200 + PTZ: 8,1 + 0,31; p<0,05). Os animais
tratados apenas com isopulegol, em ambas as doses, € nao expostos ao agente estressor nao
apresentaram alteragdes na concentragdo de MDA em relacdo ao grupo controle (ISO-100 +

Salina: 8,5 +0,33; ISO-200 + Salina: 8,5 + 0,49) (Figura 29).
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Figura 29. Efeito do isopulegol sobre a produciao de substancias reativas com o acido
tiobarbitirico (TBARS) em hipocampo de camundongos submetidos a convulsiao
induzida por PTZ.

Nota: Os animais foram tratados com isopulegol (100 e 200 mg/kg, i.p) ou veiculo (salina em 3% de Tween 80,
i.p.) 30 min antes de receberem PTZ (99 mg/kg, s.c.). Grupos distintos de animais receberam apenas isopulegol
(100 e 200 mg/kg, i.p) ou veiculo e ndo foram expostos ao PTZ. Os valores representam a média + E.P.M. (n =
8-10 camundongos). Para a andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como
teste post hoc. *p< 0,05 vs controle. MDA: malonildialdeido.
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» Efeitos do isopulegol sobre a atividade da catalase em hipocampo de

camundongos submetidos ao teste de convulsao induzida por PTZ.

A Figura 30 mostra uma significante reducdo na atividade da catalase, evidenciada no
hipocampo dos animais tratados com PTZ, quando comparado com o grupo controle tratado
com veiculo (Salina: 40,8 + 3,2; Salina + PTZ: 26,4 + 3,0; p< 0,05). O pré-tratamento dos
animais com isopulegol, em ambas as doses testadas, foi capaz de manter a atividade da
catalase aos niveis normais, semelhante ao observado no grupo controle tratado apenas com
salina (ISO-100 + PTZ: 41,1 + 2,8; ISO-200 + PTZ: 35,4 + 2,8). A atividade da catalase nos
animais tratados apenas com isopulegol, em ambas as doses, ndo foi estatisticamente diferente
dos valores observados no controle (ISO-100 + Salina: 39,56 + 3,78; ISO-200 + Salina: 42,55
+2,84).
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Figura 30. Efeitos do isopulegol sobre a atividade da catalase em hipocampo de

camundongos submetidos ao teste de convulsao induzida por PTZ.

Nota: Os animais foram tratados com isopulegol (100 e 200 mg/kg, i.p) ou veiculo (salina em 3% de Tween 80,
i.p.) 30 min antes de receberem PTZ (99 mg/kg, s.c.). Grupos distintos de animais receberam apenas isopulegol
(100 e 200 mg/kg, i.p) ou veiculo e ndo foram expostos ao PTZ. Os valores representam a média + E.P.M. (n =
8-10 camundongos). Para a andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como
teste post hoc. *p< 0,05 vs controle.
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» Efeitos do isopulegol sobre a concentracio da glutationa reduzida (GSH) em

hipocampo de camundongos submetidos ao teste de convulsao induzida por PTZ.

Na Figura 31 observa-se que o tratamento dos animais com PTZ resultou em
conteddo de GSH significantemente diminuido em hipocampo, quando comparado ao grupo
controle tratado com veiculo (salina: 390,0 + 18,11; Salina + PTZ: 264,2 + 23,31; p<0,05).
Interessantemente, o pré-tratamento com isopulegol ndo apenas restaurou o conteido de GSH
(na dose de 100 mg/kg) (ISO-100 + PTZ: 359,6 + 14,70; p<0,05), mas também promoveu um
significante aumento do GSH nos animais pré-tratados com a mais alta dose de isopulegol
(ISO-200 + PTZ: 537,2 + 57,52; p<0,05), quando comparado ao controle. A concentracio de
GSH também foi aumentada nos grupos tratados com isopulegol e ndo expostos ao agente
estressor (ISO-100 + Salina: 469,1 + 46,71; ISO-200 + Salina: 535,2 + 35,19; p<0,05),

quando comparado ao grupo controle.
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Figura 31. Efeitos do isopulegol sobre a concentracao da glutationa reduzida (GSH) em
hipocampo de camundongos submetidos ao teste de convulsdo induzida por PTZ.

Nota: Os animais foram tratados com isopulegol (100 e 200 mg/kg, i.p) ou veiculo (salina em 3% de Tween 80,
i.p.) 30 min antes de receberem PTZ (99 mg/kg, s.c.). Grupos distintos de animais receberam apenas isopulegol
(100 e 200 mg/kg, i.p) ou veiculo e ndo foram expostos ao PTZ. Os valores representam a média + E.P.M. (n =

8-10 camundongos). Para a andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como
teste post hoc. *p< 0,05, **p< 0,01 vs controle; #p< 0,05 vs PTZ.
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» Efeitos do isopulegol sobre a producio de nitrito em hipocampo de camundongos

submetidos ao teste de convulsao induzida por PTZ.

A producao de nitrito em hipocampo de camundongos tratados ou ndo com isopulegol
(100 e 200 mg/kg, i.p.) antes da administragdao de PTZ (99 mg/kg, s.c.) € mostrada na Figura
32. Um aumento significativo na concentracao de nitrito foi evidenciado no hipocampo dos
animais tratados apenas com PTZ, em relacdo ao grupo controle (Salina: 3,1 + 0,28; Salina +
PTZ: 5,5 + 0,64; p < 0,05). O pré-tratamento com isopulegol ndo foi capaz de reverter esse

aumento (ISO-100 + PTZ: 5,2 + 0,41; ISO-200 + PTZ: 5,7 + 0,68).
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Figura 32. Efeitos do isopulegol sobre a producio de nitrito em hipocampo de

camundongos submetidos ao teste de convulsao induzida por PTZ.

Nota: Os animais foram tratados com isopulegol (100 e 200 mg/kg, i.p) ou veiculo (salina em 3% de Tween 80,
i.p.) 30 min antes de receberem PTZ (99 mg/kg, s.c.). Os valores representam a média + EP.M. (n = 8
camundongos). Para a andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste
post hoc. *p< 0,05 vs controle/salina.
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5.2.5 Discussao

Estudos prévios evidenciaram um provdvel efeito depressor do SNC induzido pelo
isopulegol (DE SOUSA et al., 2008). Corroborando com esses dados, no Capitulo I foi
mostrado que o isopulegol apresentou possiveis efeitos ansiolitico e depressor do CNS em
modelos experimentais de ansiedade e depressdo. Tais acdes foram, possivelmente,
relacionadas ao sistema GABAérgico, em especifico, ao sitio de ac¢do benzodiazepinico.
Considerando que o bloqueio das convulsdes induzidas por PTZ, em roedores, € uma
caracteristica frequentemente encontrada em substancias com efeitos depressores do SNC, o
presente capitulo teve como objetivo verificar se o isopulegol seria capaz de promover
protecdo contra convulsdes induzidas por PTZ em camundongos, bem como investigar
possiveis mecanismos envolvidos nesta acdo. Os resultados deste estudo demonstram pela

primeira vez uma possivel atividade anticonvulsivante do isopulegol em camundongos.

Nossos resultados mostraram que o isopulegol, na maior dose testada, prolongou a
laténcia para o desenvolvimento das convulsdes induzidas por PTZ, e aumentou a laténcia de
morte dos animais de uma maneira dose dependente. Quando calculado o percentual de
protecdo contra a mortalidade, observou-se que todos os animais sobreviveram com a maior
dose de isopulegol testada, administrado intraperitonealmente. Similarmente, no grupo que
recebeu DZP, como esperado, ocorreu um aumento da laténcia para o desenvolvimento das
convulsdes, bem como foi observado auséncia de mortalidade quando administrado
intraperitonealmente. Quando doses relativamente baixas de PTZ (ex.: 60 mg/kg) sdo usadas,
as substancias que completamente inibem as convulsdes sdo consideradas apresentarem
potencial anticonvulsivante, semelhantemente aos efeitos promovidos por altas doses de DZP
(ex.: 4 mg/kg) (OLIVEIRA et al., 2006; DE ALMEIDA et al., 2008). No entanto, quando
altas doses de PTZ sdo usadas (SWIADER et al., 2006), como no presente estudo, 0 aumento
da laténcia para o aparecimento das convulsdes (sem inibir completamente tais convulsdes) €
um forte indicativo de uma a¢do anticonvulsivante, o que também foi observado com
diazepam na dose de 1 mg/kg, usado no presente estudo. Ja a prote¢do contra a mortalidade
caracteriza um potencial bioprotetor da substincia. Nesse contexto, nossos resultados sugerem
que o isopulegol apresenta uma possivel acdo anticonvulsivante e bioprotetora (contra a
morte), semelhante aquela promovida pelo DZP e por diversos outros terpenos (GALATI et

al., 2004; HOSSEINZADEH et al., 2005; DE ALMEIDA et al., 2008).
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O receptor GABA, medeia a maioria da neurotransmissiao inibitéria no SNC dos
mamiferos e, consequentemente, consiste em um alvo para as pesquisas sobre a fisiopatogenia
e terapéutica da epilepsia (GROVES et al., 2006). E largamente reconhecido que o PTZ leva a
convulsdes tonico-clonicas por suprimir os efeitos inibitérios da transmissdo GABAérgica
(FRADLEY et al., 2007; CRESTANI et al., 2002). De forma semelhante a varios
monoterpenos, tais como o mentol e isomentol (WATT et al., 2008), borneol (GRANGER et
al., 2005; JOHNSTON et al., 2009) e timol (PRIESTLEY et al., 2003), como referido
anteriormente, o isopulegol foi recentemente descrito como um modulador alostérico positivo
dos receptores GABAA (WATT et al., 2006). Considerando os dados destes estudos, para
investigar se a possivel acdo anticonvulsivante do isopulegol seria dependente dos receptores
GABA, especialmente no sitio de acdo benzodiazepinico (BZP), foi utilizado o flumazenil,
um antagonista dos receptores GABAA/BZP. Nossos resultados mostraram que o pré-
tratamento com flumazenil diminuiu o aumento da laténcia para a convulsao induzido pelo
isopulegol e dizepam, sugerindo um possivel envolvimento da ativagdo dos sitios
benzodiazepinicos do receptor GABAA. Esses resultados estdo de acordo com aqueles
mostrados no Capitulo I, onde foi observado que a provavel acdo ansiolitica induzida pelo

isopulegol foi revertida pela prévia administracao de flumazenil.

Por outro lado, nossos resultados mostraram que o flumazenil nao foi capaz de reverter
o aumento da laténcia para a mortalidade dos animais e, consequentemente, os percentuais de
protecdo contra a morte, calculados para o isopulegol e DZP, também nao foram
significantemente alterados. Nassiri-Asl et al. (2007) relataram que, apds o tratamento prévio
com flumazenil, o diazepam continuou protegendo os animais da morte em 70%, porém, foi
observada uma reversao significante de 30 %. A divergéncia entre os estudos, provavelmente,
se deve ao periodo total de observacdo dos animais (cut-off). No presente trabalho, foi
utilizado um tempo de cut-off de 20 minutos, enquanto no estudo citado foi de 30 min. Desta
forma, a morte dos animais nos grupos pré-tratados com flumazenil observada por Nassiri-Asl
e colaboradores, provavelmente, pode ter sido observada mais tardiamente. Desta forma, no
presente estudo, em um periodo menor de observacdo dos animais, ndo foi detectada a
reversdo da protecao de morte pelo uso prévio do flumazenil. Ainda, uma dose maior de PTZ
foi utilizada no presente estudo. Mesmo considerando a reversdo significante da mortalidade
do diazepam com a utilizacdo prévia do flumazenil no estudo citado, observa-se que a

protecdo continuou ocorrendo em grande percentual, sugerindo que outros mecanismos
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possam estar envolvidos na acdo bioprotetora do diazepam. Desta forma, nossos resultados
sugerem que outros mecanismos de prote¢do neuronal possam estar envolvidos também nas

acoes anticolvulsivantes do isopulegol.

Como referido anteriormente, diversos estudos tém evidenciado o envolvimento das
ERO nas convulsdes e efeitos neurotéxicos induzidos pelo PTZ (OBAY et al., 2008;
AKBASA et al., 2005). Nas ultimas décadas, vdrias substincias de origem natural dotadas de
atividade anticonvulsivante apresentaram também propriedades antioxidantes (HSIEH et al.,
1999; ILHAN et al., 2005). Nesse contexto, no presente capitulo, nds também investigamos
se alguma acdo antioxidante estaria envolvida na provavel atividade anticonvulsivante do
1sopulegol. Para isto, foi investigado o grau de peroxidagdo lipidica, a concentracdo de GSH e

de nitrito, bem como foi verificada a atividade da catalase no hipocampo dos animais.

Todos os componentes da célula s@o suscetiveis a acao das ERO, porém a membrana é
uma das mais atingidas em decorréncia da peroxidacao lipidica, que acarreta alteragdes na sua
estrutura e permeabilidade (VAN DER KRAAIJ et al., 1988). Conseqiientemente, hd perda da
seletividade na troca idnica e liberacdo do conteido de organelas, como as enzimas
hidroliticas dos lisossomas, e formagao de produtos citotoxicos (como o malonaldeido),
culminando com a morte celular (HERSHKO, 1989). Embora nem sempre os processos de
lipoperoxidagdo sejam prejudiciais, pois seus produtos sdo importantes na reagdo em cascata a
partir do 4cido araquiddnico (formagao de prostaglandinas) (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
1990), o excesso de tais produtos pode ser lesivo (ROSS; MOLDEUS, 1991), sobretudo ao

cérebro, que contém grande quantidade de lipideos de membrana.

Estudos mostram que o PTZ ¢é capaz de disparar a ativacdo de fosfolipases de
membrana, proteases e nucleases, as quais causam a degradacdo de fosfolipideos de
membrana e a lise de proteinas do citoesqueleto (AKBASA et al., 2005; OBAY et al., 2008).
De fato, de acordo com estes dados, os resultados do presente estudo mostraram que as
convulsdes induzidas pelo PTZ levaram a um aumento de peroxidagdo lipidica no hipocampo
dos camundongos. O pré-tratamento dos animais com ambas as doses de isopulegol (100 e
200 mg/kg) significantemente preveniu este efeito, quando comparado aos animais controle
tratados apenas com veiculo. Dados na literatura mostram que convulsdes seguidas por
elevacdo de peroxidacdo lipidica em tecidos cerebrais podem ser diminuidas pela

administracdo de substancias com propriedades anticonvulsivantes, incluindo compostos
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naturais como monoterpenos (OLIVEIRA et al., 2006). Assim, nossos resultados sugerem
que, pelo menos em parte, as atividades anticonvulsivante e bioprotetora do isopulegol estao,
provavelmente, relacionadas a possiveis efeitos antioxidantes contra peroxidagdo lipidica no

hipocampo dos animais.

Espécies reativas do oxigénio tais como o fon superdxido, o radical hidroxila e o
peroxido de hidrogénio (H202), sdo constantemente produzidas no cérebro, em decorréncia
do metabolismo celular aerébico. A conversdo do H202 a H20 pode ser feita pelas enzimas
catalase e glutationa peroxidase. De fato, a super expressdo dos genes para estas enzimas em
culturas hipocampais e corticais primdrias de fetos de ratos, reduziu a neurotoxicidade
induzida por 4cido cainico, glutamato, cianeto de sédio e deprivacdo cerebral de
oxigénio/glicose, a qual foi acompanhada por redu¢des do acimulo de peréxido de hidrogénio

e da extensdo da peroxidacao lipidica (WANG et al., 2003).

No presente estudo, foi observada uma reducdo da atividade da catalase nos
hipocampos dos animais tratados com PTZ, demonstrando uma alteragdo nas defesas
antioxidantes nessa regido cerebral apds a administracdo do agente estressor. Estudos prévios
(FREITAS et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2006) mostraram que a catalase estd envolvida com
a patogénese da epilepsia induzida pela pilocarpina. No entanto, neste modelo de convulsdo
os autores observaram um aumento na atividade da catalase no cerebelo, hipocampo, CPF e
CE. Por outro lado, a catalase também ja foi demonstrada estar envolvida nas convulsdes
induzidas por PTZ e, nesses estudos, foi observada uma redu¢do da atividade desta enzima
(OBAY et al., 2008), semelhante ao observado no presente estudo. Desta forma, pode ser
observado que diferentes drogas convulsivantes interferem com a atividade da catalase de
maneiras diversificadas. Assim, a reducdo da atividade da catalase causada pelo PTZ
observada no presente estudo pode estar associada a um aumento excessivo no conteido de
H202 e possivel geracdo de radicais hidroxil, sugerindo a participa¢do do stresse oxidativo
nas acdes do PTZ no cérebro de camundongos. Além disso, estudos demonstram que, quando
produzidas em excesso, as ERO podem causar inativacio enzimatica (SHARMA et al., 2007),
como observado em nossos resultados. Quando os animais foram pré-tratados com isopulegol,
verificou-se que a atividade da catalase foi preservada aos niveis normais observados no
grupo controle. Esses resultados sugerem que o isopulegol poderia estar auxiliando as células
cerebrais no combate a superproducdo de ERO e conseqiiente dano oxidativo induzido pelo

PTZ.
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A glutationa reduzida (GSH) € um tripeptideo enddgeno presente em todas as células
de mamiferos. Pode ser considerada um dos agentes mais importantes do sistema de defesa
antioxidante da célula, protegendo-a contra a lesdo resultante da exposi¢do a agentes como
ions ferro (GALLEANO; PUNTARULO, 1995), oxigénio hiperbérico, 0zonio, radiacio e luz
ultravioleta (DENEKE; FANBURG, 1989). Além disso, participa da eliminacdo de produtos
da lipoperoxidagdo e do combate as ERO (OLIVEIRA et al., 2006). O poder antioxidante da
GSH foi demonstrado pelo aumento da sobrevida de 90 % de ratos submetidos a hiperdxia e
tratados com instilacdo de eritrécitos na traquéia. Este resultado foi atribuido a GSH intra-
eritrocitaria, que protege contra o choque de pulmao induzido pelo estresse oxidativo

resultante da hiperoxia (VAN ASBECK et al., 1985).

No presente estudo, o tratamento dos animais com PTZ resultou na diminui¢do da
concentracdo de GSH em seus hipocampos. Estudos prévios demonstraram similares
resultados apds convulsdes induzidas por PTZ (OBAY et al., 2008), bem como induzidas por
outros agentes convulsivantes (OLIVEIRA et al., 2006). Interessantemente, a administracdao
prévia do isopulegol ndo apenas preveniu a perda de GSH induzida pelo PTZ, como também
promoveu um aumento em seu conteiido nos animais que ndo foram expostos ao agente
estressor. Esses resultados sugerem que o isopulegol, por si sO, poderia estar induzindo um
aumento na concentracdo de GSH nos hipocampos dos animais. No entanto, 0 mecanismo
pelo qual o isopulegol estaria aumentando o conteido de GSH (se prevenindo a deplecdo ou

aumentando a sintese), necessita de investigacdes futuras.

As ERO produzidas durante processos convulsivos podem também ativar os
mecanismos envolvidos na excitotoxicidade glutamatérgica (BONFOCO et al., 1995; UEDA
et al., 1997). A ativagdo dos receptores glutamatérgicos pelo glutamato, principalmente os
receptores NMDA, provoca um aumento na atividade da NOS, com consequente producdo de
NO neuronal a partir da L-arginina (NAKAKI et al., 2000). Em determinadas condicdes, o
NO e o O, podem interagir, resultando na formac¢ao de peroxinitrito (ONOQ"), um produto
extremamente toxico, capaz de reagir com diversas moléculas como proteinas, lipideos,
carboidratos e acidos nucléicos, danificando-as, além da acdo deletéria de seus provdveis
produtos de decomposi¢do (o radical OH e o diéxido de nitrogénio) (RADENOVIC et al.,
2003). Nesse contexto, embora o papel do NO nos episédios convulsivos permaneca

controverso, estudos recentes relatam o seu envolvimento nas convulsdes evidenciadas em
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diferentes testes experimentais, incluindo o modelo do PTZ, pilocarpina e outros (UZUM et

al., 2005; REHNI et al., 2009).

O NO no SNC pode ser produzido pela NOS endotelial (NOSe), uma enzima
constitutiva, e pela NOS neuronal (NOSn). Bagetta et al. (2002) relataram que a expressao de
NOSe no cérebro nao esta correlacionada com convulsdes e lesdo neuronal. Outra parte do
NO ¢ sintetizada pela NOS induzivel (NOSi) que regula a resposta imune. O excesso de NOSi
foi detectada em hipocampo de camundongos geneticamente epilépticos (MURASHIMA et
al., 2002). O nitrito (metabdlito estdvel do NO) tem sido implicado em muitos mecanismos
moleculares envolvidos nas convulsdes, podendo modular uma cascata de efeitos
excitotoxicos no SNC e participar do subseqiiente dano neuronal (DALKARA et al., 1994).
Os nossos resultados mostraram um aumento na concentracdo de nitrito no hipocampo dos
animais tratados com PTZ, confirmando a participacdo desse metabdlito no processo
convulsivo. Esse aumento de nitrito poderia estar relacionado a um aumento de NO cerebral,
que pode ter ocorrido por a¢do da NOSi. O pré-tratamento com isopulegol, todavia, ndo foi
capaz de reduzir a produc¢do de nitrito no hipocampo (por motivos técnicos, ndo foi possivel a
insercdo dos dados referentes a administracdo do isopulegol sozinho). Dessa forma, nossos
dados revelam que os efeitos protetores do isopulegol contra as convulsdes induzidas por

PTZ, provavelmente, nio estao relacionados a via do NO.

Estudos prévios sugeriram que o estresse oxidativo também poderia ocorrer durante a
terapia com alguns agentes anticonvulsivantes (ONO et al., 2000). Os nossos resultados estao
de acordo com prévios estudos que sugerem a participacdo de estresse oxidativo durante os
episddios convulsivos (AKBASA et al., 2005; OLIVEIRA et al, 2006; OBAY et al., 2008) e
com aqueles que demonstraram atividade antioxidante de produtos naturais (ILHAN et al.,
2005; DE ALMEIDA et al., 2008), mas eles divergem dos estudos que evidenciaram estresse
oxidativo e diminui¢do das defesas antioxidantes durante a terapia anticonvulsivante (ONO et
al., 2000), uma vez que o pré-tratamento com isopulegol induziu certo grau de protecdo

antioxidante (através da elevada concentragdo de GSH).

No Capitulo I, nés evidenciamos atividade farmacoldgica induzida pelo isopulegol
nas doses de 25 e 50 mg/kg. No presente capitulo, doses mais altas de isopulegol foram
necessdrias para a obtencdo de efeito anticonvulsivante significativo contra as convulsoes

induzidas pelo PTZ. A toxicidade aguda do isopulegol ja foi investigada em ratos (BHATIA
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et al., 2008). Os resultados obtidos e o valor da DL50 (~1.030 + 100 mg/kg) representam uma
toxicidade relativamente baixa do isopulegol, a qual foi particularmente relacionada as suas
propriedades depressoras do SNC. Apesar dos monoterpenos frequentemente apresentarem
baixa toxicidade (DE SOUSA et al., 2007a; SUN, 2007), nés assumimos que estudos futuros

considerando a seguranga quanto ao uso do isopulegol sdo necessdrios.

Assim, considerando a possivel propriedade depressora do isopulegol, nds resolvemos
avaliar o comportamento dos animais no teste do campo aberto quando tratados com doses
mais altas de isopulegol (100 e 200 mg/k, v.o. e i.p.), usadas no presente capitulo, com o
intuito de observar o nivel de excitabilidade do SNC (MANSUR et al., 1971) através da
observacdo do parametro atividade locomotora espontinea (ALE). No Capitulo I, a
administracao tanto intraperitoneal quanto oral do isopulegol, em ambas as doses testadas (25
e 50 mg/kg), ndo alterou a ALE dos animais. No entanto, quando os mesmos receberam
isopulegol nas doses de 100 e 200 mg/kg, apés 30 min (i.p.) ou 60 min (v.0.) dos tratamentos,
observou-se uma reducao significativa na ALE, sendo mais acentuada com a dose mais alta e
pela via intraperitoneal, o que se justifica devido ao metabolismo de primeira passagem no
figado quando da administracdo oral. Esses resultados demonstram que a reducao na ALE dos
animais estd relacionada com a sedagdo resultante da depressao do SNC (OZTURK et al.,
1996; PEREZ et al., 1998), o que, de certa forma, seria esperado com o aumento da dose de
uma substancia possivelmente depressora do SNC. De forma semelhante, o diazepam, usado
na dose de 2 mg/kg como padrdo positivo de acdo sedativa, também diminuiu a ALE,

comprovando o seu potencial sedativo nesta dose.

Nossos resultados demonstram que a atividade anticonvulsivante considerada efetiva
do isopulegol (na dose mais elevada) é acompanhada de forte efeito sedativo no animal
(observado no teste do campo aberto pela redugdo da atividade locomotora). No entanto,
apesar desse efeito apresentar relevancia clinica em determinadas condutas de contengdo de
alguns episdédios convulsivos (quando o intuito é, de fato, também sedar o paciente), sabe-se
que uma terapéutica anticonvulsivante profildtica continuada dotada de acentuada sedagdao
acarretaria em diversos inconvenientes ao usudrio, o que a tornaria invidvel. Nesse contexto,
nds reconhecemos que futuros estudos da mesma natureza avaliando a atividade
anticonvulsivante do isopulegol sobre doses mais baixas do agente convulsivante sao
necessdrios, com o intuito de observar se o isopulegol ndo seria efetivo também em doses

menores, as quais promovessem menor efeito sedativo.
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Em resumo, os resultados do presente capitulo sugerem que o isopulegol apresentou
provavel atividade anticonvulsivante e bioprotetora contra convulsdes induzidas
quimicamente pelo PTZ. Estas acdes estdo, possivelmente, relacionadas a modulagdo positiva
dos receptores GABAA/BZP e as propriedades antioxidantes do isopulegol. Entretanto,
estudos adicionais sdo necessdrios para se investigar o exato mecanismo envolvido em tais

acoes.
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5.3 Capitulo III - Efeito Gastroprotetor do Isopulegol em Modelos Experimentais de

Lesao Gastrica Aguda

5.3.1 Introducao

A tulcera péptica, até pouco tempo atrds, era considerada uma doenca de etiologia
desconhecida, de evolucao em geral cronica, resultante de perda de tecido em regides do trato
digestivo capazes de entrar em contato com a secrecdo cloridropéptica do estdmago
(COELHO et al., 2005). Como referido anteriormente, atualmente, sabe-se que a les@o celular
(reversivel ou irreversivel) ocorre como resultado de uma ou vdrias causas, incluindo a
hipéxia e isquemia (com conseqiiente diminui¢do do suprimento de sangue, do transporte de
02 e de atividade das enzimas antioxidantes do tecido), a acdo de agentes quimicos e drogas
(etanol, indometacina), agentes bioldgicos (virus, bactérias, fungos), fatores fisicos (forca
mecanica, temperaturas extremas, choque elétrico, radiagdes ionizantes), bem como defeitos
genéticos e o estresse (BODIS et al., 1998). Atualmente, agentes anti-secretérios (ex.:
pantoprazol) representam uma das melhores opcdes na terapia contra ulcera péptica
(GISBERT, 2005), entretanto seu uso prolongado tem sido associado a incidéncia de fraturas
e cancer (YANG et al., 2006; LEEDHAM et al., 2007), o que justifica a pesquisa continuada

por farmacos gastroprotetores cada vez mais efetivos e seguros.

A relacdo entre os produtos oriundos de fontes naturais e gastroprotecdo € antiga. No
entanto, muitas espécies de plantas sdo usadas empiricamente, sem respaldo cientifico quanto
a eficdcia e seguranca (TAKASE et al., 1994). Porém, nos dltimos anos, compostos de origem
natural tem sido objeto de estudos incessantes na busca de uma substancia com efeito
terapéutico gastroprotetor ideal aliado a baixos custos. Nesse contexto, estudos recentes tém
evidenciado a ag@o gastroprotetora de diversas plantas medicinais e de substincias isoladas a
partir delas (BRZOZOWSKI et al., 2005; NARAYAN et al., 2005; ANDREO et al., 2006;
DA ROCHA LAPA et al., 2007), incluindo vérios terpenos (MATSUNAGA et al., 2000;
GUEDES et al., 2008), como o monoterpeno 1,8-cineol e o diterpeno dcido . Tais estudos nos
levaram a investigar se o isopulegol, um monoterpeno dlcool, seria capaz de exercer alguma
acdo protetora em ulceras induzidas experimentalmente em camundongos e analisar possiveis

mecanismos envolvidos em tal acao.
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5.3.2 Objetivos especificos

> Investigar o potencial antiulcerogénico géstrico do isopulegol em modelos

experimentais de lesdes gastricas induzidas por etanol ou indometacina em camundongos.

> Investigar a possivel participacdo das prostaglandinas (PG’s), 6xido nitrico (NO),
glutationa reduzida (GSH) e canais de potdssio ATP-dependentes (Karp) no efeito
gastroprotetor do isopulegol em modelo de lesdes gastricas induzidas por etanol em

camundongos.
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5.3.3 Métodos

5.3.3.1 Avaliacdo da Atividade Gastroprotetora do Isopulegol

» Protocolo experimental

Inicialmente, os animais foram tratados oralmente com isopulegol nas doses de 25, 50,
100 e 200 mg/kg, v.o., com o intuito de se investigar uma possivel relacdo dose-resposta
contra as lesdes gdstricas induzidas por etanol ou indometacina. Subsequentemente, para
investigar os possiveis mecanismos de a¢do envolvidos na gastroprotecdo, foram utilizadas as
doses de isopulegol de 100 e 200 mg/kg, v.o. (as quais apresentaram significante atividade
antidlcera). Para a inducdo das lesdes gastricas, foi utilizado 0,2 mL de etanol absoluto, v.o.,
ou indometacina na dose de 20 mg/Kg, v.o.. Os controles receberam veiculo (solugdo salina a
0,9% com 3 % de Tween 80, 10 ml/kg, v.o.). A ciproeptadina (10 mg/kg, i.p.) foi utilizada
como uma droga padrdo para atividade gastroprotetora no modelo de ulcera induzido por
etanol, enquanto ranitidina (20 mg/kg,i.p.) foi utilizada como padrdo positivo no modelo da
indometacina. Ap6s a inducdo das lesdes por etanol, uma amostra do corpo dos estdomagos foi

fixada em formalina a 10% para subsequente avalia¢ao histopatoldgica.

Para a investigacio dos mecanismos de acdo envolvidos na atividade de
gastroprotecao, foi utilizado o modelo de ulcera gastrica induzida por etanol (UGIE). Os
animais foram pré-tratados com indometacina (10 mg/kg, v.0.) para se investigar a
participacdo das prostaglandinas. Para a investigacdo da participacdo do NO, os animais
receberam L-NAME (N (G)-nitro-L- arginine methyl ester, 10 mg/kg, i.p.), antes dos
tratamentos com a droga teste ou veiculo, enquanto glibenclamida foi pré-administrada para a
investigacdo da participagao dos canais de potdssio. Com o objetivo de avaliar uma possivel
atividade antioxidante do isopulegol na acdo de gastroprote¢do, a GSH foi quantificada em

tecidos de estobmago e figado.
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» Avaliacio da atividade gastroprotetora do isopulegol em modelo de tlcera

gastrica induzida por etanol em camundongos

As lesdes géstricas agudas foram induzidas pela administracdao oral de 0,2 mL de
etanol absoluto a cada animal, uma dose que induz significante ulceragao gastrica, de acordo
com método previamente descrito por Robert et al. (1979), com poucas modificacdes. Apds
um periodo de jejum de 15 h, grupos de animais (n = 8) foram tratados com diferentes doses
de isopulegol (25, 50, 100 e 200 mg/kg, v.0.) ou veiculo (solu¢do salina a 0,9% com 3 % de
Tween 80, 10 ml/kg, v.0.). Os controles positivos receberam ciproeptadina, 10 mg/kg, i.p.
(OHTAU et al., 1999). Uma hora apds os tratamentos, os animais receberam oralmente 0,2
mL de etanol absoluto. Para investigar se o isopulegol seria capaz de causar injdria por si s0,
grupos de animais foram também tratados com diferentes doses de isopulegol (25, 50, 100 e
200 mg/kg, v.0.) ou veiculo e ndao foram expostos ao etanol. Decorridos 30 min da
administracdo do etanoly,s, 0s animais foram sacrificados por deslocamento cervical e seus
estdmagos foram removidos. Subsequentemente, cada estdmago foi aberto pela grande
curvatura, lavado em solugdo salina 0,9 % e comprimido entre dois vidros de reldgio para
uma melhor visualiza¢do. O contorno das lesdes da porcao glandular do estomago foi tracado
usando um papel filme transparente, como descrito previamente por Iwata et al. (1997). O
percentual de drea gdstrica lesionada foi determinado com o auxilio de um programa de
planimetria computadorizada (/mageJ). A é4rea ulcerada foi expressa em termos de
percentagem em relacao a drea total do corpo gastrico. As dreas lesionadas foram medidas por
um unico observador, que ndo conhecia a identificacdo dos grupos experimentais (estudo

cego).

» Avaliacdo histopatolégica da mucosa gastrica de camundongos tratados com

isopulegol e/ou etanol

Para o estudo histopatologico, uma amostra do estbmago (n= 5/grupo) foi fixada em
solucdo de formol 10%, onde permaneceu por 24 horas. Em seguida as amostras foram
transferidas para uma solu¢do de dlcool 70%, onde permaneceram até a realizacdo dos

procedimentos histolégicos. Logo apds, o material bioldgico foi seccionado e embebido em
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parafina. Foram feitos cortes de 4 um (micrémetros), colocados numa lamina e corados com
hematoxilina-eosina para o estudo em microscopia optica. As amostras foram avaliadas de
acordo com os critérios de Laine e Weinstein (1988): edema na superficie da mucosa (escores
de 0-4), dano hemorrigico (escores de 0-4), infiltracdo de células inflamatdrias (escores de O-
3) e perda de células epiteliais (escores de 0-3). Toda a avaliagc@o histopatoldgica foi realizada

através de um estudo cego.

» Papel do 6xido nitrico (NO) no efeito protetor do isopulegol sobre lesdo gastrica

induzida por etanol em camundongos

Para investigar o envolvimento do NO no efeito gastroprotetor do isopulegol, NG-
nitro-L-arginina-metilester (L-NAME, 10 mg/kg, i.p.), um inibidor da NOS, foi administrado
15 min antes da administrag@o oral de isopulegol (100 e 200 mg/kg, v.0.) ou veiculo (salina a
0,9% com 3 % de Tween 80, 10 ml/kg, v.0.). As doses e tempos de administracdo do L-
NAME foram usadas de acordo com estudos prévios (GURBUZ et al, 1999;
CHANDRANATH et al., 2002). Dois grupos foram tratados com veiculo antes da
administracao do isopulegol (100 e 200 mg/kg, v.0.). Os controles receberam apenas veiculo.
Subsequentemente, 60 min apds os tratamentos, as lesdes da mucosa gastrica foram induzidas
por etanoly,s. Um grupo foi tratado com veiculo e nao foi exposto ao etanol,,s. Decorridos 30
min da administra¢do do etanol,ys, 0s animais foram sacrificados, os estobmagos retirados, as
lesdes foram medidas e expressas como descrito anteriormente. Para este experimento, foram

utilizados 8 animais por grupo.

» Quantificacdo da glutationa (GSH) no estomago e figado de camundongos

tratados com isopulegol e expostos ao etanol.

Para investigar uma possivel acdo antioxidante na atividade gastroprotetora do
isopulegol, a quantificagdo da glutationa (GSH, uma sulfidrila ndo proteica) foi conduzida nos
estdmagos dos camundongos. Para investigar um possivel efeito sist€émico, dosagens de GSH

foram também realizadas no figado dos animais. A concentracio de GSH nos tecidos foi
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medida de acordo com o método descrito por Sedlak e Lindsay (1968), com poucas
modificagdes. A determinacdo dos grupos SH-NP neste método baseia-se na reacdo do
reagente de Ellman, o DTNB, com o tiol livre originando um dissulfeto misto mais 4cido, o

acido 2-nitro-5-tiobenzodico.

O isopulegol (100 e 200 mg/kg, v.0.) foi administrado aos camundongos 1 h antes da
administracdo do etanolys (0,2 mL, p.o.) ou veiculo (solucdo salina a 0,9% com 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
formacdo do GSH, antes da administracdo do etanol,,s. Um grupo de animais foi tratado
apenas com veiculo e ndo foi exposto ao etanol. Decorridos 30 min da administracdo do
etanol,ns, 0s animais foram sacrificados por estiramento cervical e tiveram os seus estdmagos
e figados retirados. Para a dosagem do GSH, o segmento glandular de cada estdmago, bem
como todo o tecido hepatico foram individualmente homogeneizados a 10% (peso/volume)
em uma solucdo gelada de EDTA 0,02 M. A aliquotas de 400 pl dos homogenatos foram
misturadas a 320 ul de dgua destilada e 80 pl de 4cido tricloroacético (50%) e centrifugadas a
uma rotagao de 3000 rpm durante 15 min (para os estdbmagos) e a 6000 rpm por 30 min (para
os figados). Apos a centrifugacdo, 400 pl dos sobrenadantes foram misturados com 800 ul de
tampao Tris (0,4 M, pH 8.9). Por fim, foi adicionado 20 pul. de DTNB (5,5 -dithio-bis (2-
nitrobenzoico 4cid) 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), descrito
anteriormente. Os valores de absorbancia foram extrapolados a partir de uma curva-padrao
(descrita anteriormente) e expressos em g de GSH/mg de proteina. Para este experimento,

foram utilizados 8 animais por grupo.

» Papel das prostaglandinas (PGs) no efeito gastroprotetor do isopulegol em

modelo de lesdes gastricas induzidas por etanol em camundongos

Para investigar a possivel participacdo das prostaglandinas no efeito gastroprotetor do

1sopulegol sobre as lesdes gastricas induzidas por etanol, a indometacina foi utilizada em uma
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dose que inibe a sintese de prostaglandinas, mas ndo induz ulceracdo gastrica (10 mg/kg,
dissolvida em 0,5% de carboximetilcelulose e diluida em 4dgua destilada, v.o.), de acordo com
estudo previamente descrito (ADEYEMI et al., 2005). Grupos de animais (n = 8-10) foram
pré-tratados com indometacina 2 h antes da administragdo de isopulegol (100 e 200 mg/kg,
v.0.) ou veiculo (salina a 0,9% com 3 % de Tween 80, 10 ml/kg, v.o.) (OLINDA et al., 2008).
Um grupo recebeu apenas veiculo e dois grupos adicionais foram tratados com veiculo
seguido pela administracdo de isopulegol (100 e 200 mg/kg, v.0.). Subsequentemente,
decorridos 60 min dos tratamentos, os camundongos foram expostos ao etanol,,s para a
inducdo das lesdes gastricas. Um grupo de animais recebeu veiculo e ndo foi exposto ao
etanol. Trinta minutos apds a administracdo do etanol,,, os animais foram sacrificados, os

estdmagos retirados, as lesdes foram medidas e expressas como descrito anteriormente.

» Papel dos canais de potassio ATP-dependentes (K,1p), no efeito gastroprotetor do

isopulegol em modelo de lesoes gastricas induzidas por etanol em camundongos

Para investigar o possivel envolvimento dos canais de Karp no efeito gastroprotetor do
1sopulegol, glibenclamida (um potente antagonista dos canais de Katp, preparada com 4% de
glicose, para minimizar hipoglicemia), na dose de 10 mg/kg, i.p., foi administrada 30 min
antes da administracdo de isopulegol (100 e 200 mg/kg, v.o.) ou veiculo (solucdo salina a
0,9% com 3 % de Tween 80, 10 ml/kg, v.0.), de acordo com Peskar et al. (2002). Em grupos
adicionais, veiculo foi administrado seguido por isopulegol (100 e 200 mg/kg, v.0.) antes da
administracdo do etanoly,s. Os controles receberam apenas veiculo. Apds 60 min da
administracdo dos tratamentos, os animais foram expostos ao etanoly,s para a indugdo das
lesdes. Um grupo de animais recebeu veiculo e ndo foi exposto ao etanol. Trinta minutos
apos a administracdo do etanol,,s, 0s animais foram sacrificados, os estdmagos retirados, as
lesdes foram medidas e expressas como descrito anteriormente. Para este experimento, foram

utilizados 8 animais por grupo.
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» Lesoes gastricas induzidas por indometacina em camundongos

As lesdes géstricas foram induzidas pela indometacina (20 mg/kg, dissolvida em 0,5%
de carboximetilcelulose e diluida em &dgua destilada, v.0.), como descrito previamente
(MOLINA et al., 2005; SANTOS et al., 2005). Ap6s um periodo de jejum de 15 h, os animais
(n= 8) foram tratados com isopulegol (25, 50, 100 e 200 mg/kg, p.o.), veiculo (salina a 0,9%
com 3 % de Tween 80, 10 ml/kg, v.0.) ou ranitidina (20 mg/kg, v.0., como controle positivo)
60 min antes da administracdo da indometacina, enquanto o grupo controle recebeu veiculo e
nao foi exposto ao agente agressor. De acordo com Bhargava e colaboradores (1973), 8 h apos
a indugdo das tlceras, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e tiveram seus
estdmagos removidos. Subsequentemente, cada estobmago foi aberto pela grande curvatura,
lavados em salina 0,9 % e a extensdo 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 nido conhecia a identificacdo dos grupos

experimentais (estudo cego).

Injiria Escores
Perda de pregas da mucosa 1 ponto
Descoloracdo da mucosa 1 ponto
Edema 1 ponto
Hemorragias 1 ponto

Numero de petéquias

- Até 10 2 pontos
- Mais de 10 3 pontos
Intensidade da ulceracao

- Ulceras ou erosdo de até 1mm Nx?2
- Ulceras ou erosdo maiores que 1mm Nx3

- Ulceras perfuradas Nx4

Quadro 4. Determinacio de escores de lesdes gastricas induzidas por indometacina
Fonte: Szabo er al. (1985)
Nota: N = ndmero de tlceras encontradas
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5.3.4 Resultados

> Efeito do isopulegol nas lesoes gastricas induzidas por etanol em camundongos

Os efeitos do isopulegol e ciproeptadina sobre as lesdes gastricas induzidas por etanol
estdo mostrados na Figure 33. A administracdo oral de etanol absoluto (0,2 ml/animal) a
camundongos pré-tratados com veiculo induziu extensa drea de lesdo da mucosa géstrica
(Salina + Etanol: 19,99 + 1,36 %). O pré-tratamento com isopulegol, v.o., reduziu o
percentual de drea ulcerada com todas as doses testadas (25, 50, 100 e 200 mg/kg), mas
apenas nas maiores doses (100 e 200 mg/kg), essa reducdo foi estatisticamente significante, e
dose-dependente, quando comparado ao grupo controle tratado com veiculo + etanol (ISO-25:
17,62 + 0,78 %; ISO-50: 16,78 + 0,69 %; ISO-100: 9,81 £ 1,38 %; ISO-200: 5,68 + 1,18 %; p
< 0,05). A ciproeptadina (10 mg/kg, i.p.), usada como controle positivo, como esperado,

induziu significante efeito gastroprotetor (CIP-10: 4,10 + 1,72 %; p< 0,05).

A administragdo de isopulegol, por si s, ndo foi capaz de induzir qualquer lesdo
gdstrica na mucosa dos animais, em todas as doses testadas, ou seja, os resultados foram

semelhantes aqueles observados no controle que recebeu apenas veiculo.
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Figura 33. Efeito do tratamento com isopulegol em camundongos expostos ou nao a

ulceracio gastrica induzida por etanol.

Nota: Etanol absoluto (0,2 ml/animal) foi oralmente administrado a camundongos ap6s 15 h de jejum.
Isopulegol (ISO-25, 50, 100 e 200 mg/kg, v.o.), ciproeptadina (CIP, 10 mg/kg, i.p.) ou veiculo (salina a 0,9 %
com 3% de Tween 80, v.o.) foram administrados aos animais 60 min antes da administracao do etanol. Grupos
adicionais receberam diferentes doses de isopulegol ou veiculo e ndo foram expostos ao etanol. Os resultados sao
expressos como média £ E.M.P. (n = 8). Para a andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student
Newman Keuls como teste post hoc. **¥p< 0,001, significincia estatistica vs o grupo salina + etanol; # p< 0,001
vs o grupo do ISO-100 + etanol.
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» Avaliacdo histopatolégica da mucosa gastrica de camundongos tratados com

isopulegol e/ou etanol

N

Os resultados referentes a andlise histopatolégica da mucosa géstrica dos
camundongos estdo demonstrados na Figura 34 e na Tabela 2. Os animais tratados apenas
com isopulegol (100 e 200 mg/kg, v.o.) (Figura 34 C e D) ndo apresentaram qualquer
alteracdo microscépica da mucosa gastrica, quando comparado aos controles tratados apenas
com veiculo e ndo expostos ao agente estressor (Figura 34 A). No entanto, lesdes severas
foram observadas ap6s a administracdo do etanol (Figura 34 B), caracterizadas por dano
hemorragico, edema, perda de células epiteliais e infiltrado inflamatério. O pré-tratamento
com isopulegol inibiu o dano induzido por etanol em ambas as doses testadas (Figura 34 E e

F), sendo observado um melhor resultado na maior dose (200 mg/kg).

A Table 2 mostra o resultado do somatério dos escores de todos os parametros
histopatoldgicos avaliados, ou seja, da hemorragia (0-4 escores), do edema (0-4 escores), da
perda de células epiteliais (0-3 escores) e do infiltrado inflamatério (0-3 escores). Verifica-se
que o isopulegol, em ambas as doses testadas (100 e 200 mg/kg) diminuiu de forma

significativa os efeitos do etanol sobre esses parametros.
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Figura 34. Efeito macroscépico e microscopico na mucosa gastrica de camundongos pré-tratados ou nao
com isopulegol e submetidos as lesoes gastricas induzidas por etanol.

Nota: Fotografias dos estdbmagos abertos ao longo da grande curvatura (A-F) e analise microscépica com ampliagdo de 40 e
100 X para cada grupo (A-F X 40 e 100). (A) Animais tratados apenas com veiculo (salina a 0,9% com 3% de Tween 80,
v.0.), mostrando aspectos histolégicos normais; (B) Tratamento com etanol (0,2 mlL/animal), evidenciando intensa
infiltracdo inflamatdria, edema, e moderada hemorragia e perda de células epiteliais; (C e D) Tratamento apenas com
isopulegol (100 e 200 mg/kg), mostrando aspectos histologicos semelhantes ao controle normal; (E e F) Pré-tratamento com
isopulegol (100 e 200 mg/kg, v.o.) antes da administragdo do etanol, mostrando preservagdo da mucosa gdstrica, embora
dreas de edema sejam ainda observadas com a dose de 100 mg/kg de isopulegol (E). Os resultados quantitativos desta
andlise sdo mostrados na Tabela 2.
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Tabela 2. Avaliacdo microscépica da mucosa géstrica de camundongos tratados com

isopulegol e/ou etanol absoluto.

Escore Microscopico

Tratamento
Edema Dano Infiltrado Perda de Células
(escore 0-4) Hemorragico Inflamatdrio Epiteliais
(escore 0—4) (escore 0-3) (escore 0-3)

Veiculo (Salina, 10 ml/kg) 0 0 0 0

ISO (100 mg/kg) + Veiculo 0 0 0 0

ISO (200 mg/kg) + Veiculo 0 0 0 0
Veiculo + Etanol (0,2 mL) 3(2-4) 3(1-4) 3(2-3) 2 (1-2)

ISO (100 mg/kg) + Etanol (0,2 mL) 2 (1-2) 0 (0-1)* 1 (0-1)* 0 (0-1)

ISO (200 mg/kg) + Etanol (0,2 mL) 1 (0-1)* 0 (0-1) ** 0 (0-1) ** 0 (0-1)

Nota: Os animais (n=8) foram tratados oralmente com veiculo (salina a 0,9 % com 3% de Tween 80, v.0.) ou
isopulegol (ISO-100 e 200 mg/kg, v.0.) 60 min antes da administragdo do etanol (0,2 mL, v.0.). Outros grupos de
animais receberam isopulegol (100 e 200 mg/kg, p.o.) seguido por veiculo, v.o. As alteracdes histopatoldgicas da
porcdo glandular dos estdmagos foram avaliadas de acordo com os critérios descritos por Laine e Weinstein
(1988): 1- edema (escore 0—4), 2- dano hemorragico (escore 0—4), 3- infiltrado inflamatério (escore 0-3) e 4- perda
de células epiteliais (score 0-3). Os resultados sdo apresentados como mediana, com valores mdximos e minimos
mostrados entre parénteses (n = 5). *p< 0,05, **p< 0,01 vs veiculo + etanol. Foi utilizado o teste ndo paramétrico
de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn como post hoc.
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» Papel do 6xido nitrico (NO) no efeito gastroprotetor do isopulegol em modelo de

lesoes gastricas induzidas por etanol em camundongos.

A Figura 35 apresenta os efeitos do pré-tratamento dos animais com L-NAME na
acdo gastroprotetora do isopulegol. No grupo pré-tratado com salina, o etanol,,s induziu
severo dano na mucosa gdstrica (Salina + Etanol: 20,18 + 1,08 %), o qual foi intensificado
pela administracdo de L-NAME (10 mg/kg, i.p.) (L-NAME + Etanol: 41,11 = 1,99 %; p<
0,05). A administracdo do isopulegol reverteu os danos provocados pelo etanol (ISO-100:
9,93 + 1,21 %; ISO-200: 6,30 + 1,21 %; p< 0,05), e este efeito ndo foi revertido pelo pré-
tratamento com L-NAME (L-NAME + ISO-100: 10,71 + 1,30 %; L-NAME + ISO-200: 7,02
+ 1,20 %). Como esperado, o grupo tratado com veiculo e ndo exposto ao etanol, ndo

apresentou lesdes ulceradas na mucosa géastrica.
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Figura 35. Efeito do L-NAME na gastroprotecio induzida pelo isopulegol em
camundongos submetidos a ulceraciao gastrica induzida pelo etanol.

Nota: L-NAME (10 mg/kg, i.p.) ou veiculo (salina a 0,9% com 3% de Tween 80, v.o.), foram administrados 15
min antes do isopulegol (ISO-100 e 200 mg/kg, p.o.). Um grupo recebeu L-NAME seguido de veiculo, enquanto
o controle foi tratado apenas com veiculo. Uma hora apés os tratamentos, as lesdes gastricas foram induzidas
com estanol,s (0,2 mL, v.0.). Um grupo adicional recebeu veiculo e ndo foi exposto ao etanol. Os resultados sdo
apresentados como média + E.P.M. (n = 8). Para a andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student
Newman Keuls como teste post hoc. **¥p< 0,001, significancia estatistica vs o grupo veiculo/controle + etanol.
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» Determinaciao da concentracao de glutationa (GSH) na mucosa gastrica e figado

de camundongos tratados com isopulegol e/ou etanol.

A influéncia do tratamento com isopulegol e NAC no contetido de GSH de estdmagos
(A) e figados (B) de camundongos é mostrada na Figura 36. Quando comparado aos
controles normais (sem exposi¢do ao agente estressor) (Controle: 136,50 + 17,20), o grupo
tratado com etanol mostrou uma concentragdo significantemente mais baixa de GSH nos
estdbmagos (Salina + Etanol: 60,39 + 4,85, p< 0,05). O pré-tratamento com isopulegol (200
mg/kg, v.0.) e NAC (750 mg/kg, i.p.) reverteu essas alteracdes na maior dose testada (ISO-
200 + Etanol: 119,30 + 11,82; NAC + Etanol: 127,30 £11,90; p< 0,05). Interessantemente,
quando administrado sozinho, o isopulegol, em ambas as doses testadas, induziu significante
aumento no contetido de GSH (ISO-100: 194,80 £ 21,04; ISO-200: 248,50 + 23,89; p< 0,05),
quando comparado aos animais controle tratados com veiculo e ndo expostos ao etanol

(Figura 36 A).

Quando comparado ao controle tratado apenas com veiculo (sem exposi¢dao ao etanol
(Controle: 199,10 £ 18,22), o contetido de GSH no figado dos animais também foi diminuido
ap6s administracdo oral de etanol (Salina + Etanol: 121,60 + 12,32; p< 0,05), e o pré-
tratamento com isopulegol (100 e 200 mg/kg, v.o0.) reverteu essa alteracao (ISO-100 + Etanol:
210,90 + 17,99; ISO-200 + Etanol: 220,50 + 9,36; p< 0,05). De forma semelhante ao ocorrido
nos estomagos dos animais, o isopulegol administrado sozinho (sem a exposi¢ao ao etanol)
promoveu um significante aumento na concentragdo de GSH também nos tecidos hepaticos,
em ambas as doses testadas (ISO-100: 289,20 + 28,17; ISO-200: 312,70 + 21,32; p< 0,05),

quando comparado ao controle tratado apenas com veiculo (Figura 36 B).
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Figure 36. Efeito do isopulegol e N-acetil-1-cysteina (NAC) sobre o contetido de (GSH)

em estomago (A) e figado (B) de camundongos expostos ou niao ao etanol

Nota: Isopulegol (ISO-100 e 200 mg/kg, v.0.), veiculo (salina a 0,9% com 3% de Tween 80, v.o.) ou NAC (750
mg/kg, v.o.) foram administrados aos camundongos 1 h antes da administracdo do etanol,,s (0,2 mL, v.o.).
Grupos de animais receberem isopulegol (100 e 200 mg/kg, v.o.) seguidos de veiculo e um grupo foi tratado
apenas com veiculo e ndo foi exposto ao agente agressor. Os resultados sdo apresentados como média + E.P.M.
(n = 8). Para a andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste post hoc.
(A) “p< 0,01 vs controle (veiculo/salina); bp< 0,01 vs salina + etanol; “p< 0,001 vs controle (veiculo/salina). (B)
p< 0,01 vs controle (salina), bp< 0,01 vs salina + etanol; “p< 0,05 vs controle (veiculo/salina).
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» Papel das prostaglandinas (PGs) no efeito gastroprotetor do isopulegol em

modelo de lesoes gastricas induzidas por etanol em camundongos.

A Figura 37 mostra os resultados do pré-tratamento com indometacina no efeito
gastroprotetor do isopulegol. As lesdes de mucosa géstrica induzidas pelo etanol (Salina +
Etanol: 16,7 £ 2,02 %) foram significantemente atenuadas pelo isopulegol (ISO-100 + Etanol:
8,35 £ 0,95 %; ISO-200 + Etanol: 5,68 + 1,28 %; p < 0,05). O pré-tratamento dos animais
com indometacina (10 mg/kg, v.0.) reduziu significantemente o efeito protetor induzido pelo
isopulegol, apenas na dose de 100 mg/kg v.o., (Indo + ISO-100: 13,85 + 0,74 %; p< 0,05). O
grupo pré-tratado com indometacina, seguido por veiculo e etanol (Indo + Etanol: 20,19 +
1,83%; p< 0,05), mostrou lesdes géstricas superiores aquelas observadas no grupo tratado
com veiculo + etanol. Como esperado, o grupo tratado com veiculo e ndo exposto ao etanol,

nao apresentou lesdes ulceradas na mucosa gastrica.
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Figura 37. Efeito do pré-tratamento com indometacina na gastroprotecao do isopulegol

em camundongos submetidos a ulceracao gastrica induzida pelo etanol.

Nota: Os animais foram pré-tratados com indometacina (10 mg/kg, v.0.) ou veiculo (salina a 0,9% com 3% de
Tween 80, v.0.) 2 horas antes da administracdo do isopulegol (100 e 200 mg/kg, v.0.). Um grupo recebeu
indometacina seguido de veiculo, enquanto o grupo controle recebeu apenas veiculo. Apds 60 min dos
tratamentos, os camundongos foram expostos ao etanol,s (0,2 mL). Um grupo de animais recebeu veiculo e ndo
foi exposto ao etanol. Os resultados sdo apresentados como média + E.P.M. (n = 8). Para a andlise estatistica foi
utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste post hoc. ***p< 0,001, significancia
estatistica vs controle/salina + ethanol; # p< 0,05 vs salina + ISO-100.
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» Papel dos canais de potassio ATP-dependentes (K1p) no efeito gastroprotetor do

isopulegol em modelo de lesoes gastricas induzidas por etanol em camundongos.

O papel dos canais de potdssio ATP-dependentes (Karp) no efeito gastroprotetor do
isopulegol pode ser observado na Figura 38. No grupo pré-tratado com salina, o etanol,p
induziu severo dano na mucosa gastrica (Salina + Etanol: 27,45 + 1,36 %), o qual foi
revertido pela administra¢do do isopulegol (ISO-100: 9,81 + 1,38 %; ISO-200: 5,68 + 1,18 %;
p< 0,05). O pré-tratamento dos animais com glibenclamida (10, mg/kg, i.p.), um bloqueador
de Karp, significantemente reduziu a gastroprotecao oferecida pelo isopulegol, na dose de 100
mg/kg, v.o. (Glib + ISO-100: 17,33 £+ 1,25 %; p< 0,05). Como esperado, o grupo tratado com

veiculo e ndo exposto ao etanol, ndo apresentou lesdes ulceradas na mucosa gastrica.
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Figura 38. Efeito do pré-tratamento com glibenclamida na gastroprotecao do isopulegol

em camundongos expostos a ulceracao induzida por etanol.

Nota: Os animais foram pré-tratados com glibenclamida (Glib, 10mg/kg, i.p.) ou veiculo (salina a 0,9% com 3%
de Tween 80, v.0.) 15 min antes da administragdo do isopulegol (100 e 200 mg/kg, v.0.). Um grupo recebeu
glibenclamida seguido de veiculo, enquanto o grupo controle recebeu apenas veiculo. Apés 60 min dos
tratamentos, os camundongos foram expostos ao etanol,, (0,2 mL). Um grupo de animais recebeu veiculo e ndo
foi exposto ao etanol. Os resultados sdo apresentados como média = E.P.M. (n = 8). Para a andlise estatistica foi
utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste post hoc. ***p< 0,001, significancia
estatistica vs controle/salina + etanol; # p< 0,05 vs salina + ISO-100.
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» Efeito do isopulegol nas lesdes gastricas induzidas por indometacina em

camundongos.

Neste modelo, o tratamento dos animais com indometacina (20 mg/kg, v.o0.) apés
veiculo foi capaz de induzir severo dano sobre a mucosa géstrica [Salina + Indo: 12 (9-13)],
(Tabela 3). Em todas as doses testadas (25, 50, 100 e 200 mg/kg, v.o.), o pré-tratamento com
isopulegol diminuiu as lesdes gdstricas, mas apenas nas maiores doses (100 e 200 mg/kg),
essa reducdo foi estatisticamente significante [ISO-100 + Indo: 5 (4-7); ISO-200 + Indo: 3 (1-
7); p< 0,05], quando comparado ao grupo exposto ao agente estressor. Ranitidina (20 mg/kg,
1.p.), usada como controle positivo, como esperado, promoveu significante reducdo nas lesoes

[Ranitidina: 3 (2-7); p< 0,05].
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Tabela 3. Efeito do tratamento com isopulegol em camundongos expostos ao modelo de

dlcera gastrica induzida por indometacina.

Grupos e Doses (n = 8/grupo) Escores das Lesoes Gastricas
Veiculo (Salina, 10 ml/kg) 0

Veiculo (Salina, 10 ml/kg) + Indometacina (20 mg/kg) 12 (9-13)

ISO (25 mg/kg) + Indometacina (20 mg/kg) 9 (6-13)

ISO (50 mg/kg) + Indometacina (20 mg/kg) 8 (6-12)

ISO (100 mg/kg) + Indometacina (20 mg/kg) 5 4-7)%*

ISO (200 mg/kg) + Indometacina (20 mg/kg) 3 (1-7) **
Ranitidina (20 mg/kg) + Indometacina (20 mg/kg) 3 (2-7) **

Nota: Os animais receberam veiculo (salina a 0,9% com 3% de Tween 80, v.0.), isopulegol (25, 50, 100 e 200
mg/kg, v.0.) ou ranitidina (20 mg/kg, v.o.) 60 min antes da administracdo de indometacina (20 mg/kg, v.o.),
enquanto o grupo controle recebeu apenas veiculo. O grau de ulceracdo foi graduado de acordo com uma escala
arbitrdria descrita por Szabo et al. (1985) (Quadro 4). Os resultados sdo apresentados como mediana, com
valores minimos e maximos mostrados entre paréntese (n = 8). *p < 0,05; **p <0,01, significAncia estatistica
quando comparado com o grupo veiculo + indometacina. Para a andlise estatistica foi usado o teste ndo
paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn como post hoc.
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5.3.5 Discussao

Nos dltimos anos, vdrios estudos tém documentado a atividade gastroprotetora de
constituintes fitoquimicos, tais como flavonéides (RAO et al., 1997), resinas (PAIVA et al.,
1998), alcaldides (BAGGIO et al., 2005), saponinas (MORIKAWA et al., 2006) e vdrios
terpenos (LEWIS; HANSON, 1991; PERTINO et al., 2007). No presidente capitulo, nds
decidimos investigar se o isopulegol, um monoterpeno dlcool, seria capaz de apresentar algum
efeito gastroprotetor em modelos experimentais cldssicos de tlcera géstrica aguda e avaliar os
possiveis mecanismos de a¢do envolvidos. Os resultados do presente capitulo demonstram

pela primeira vez a atividade anti-ulcerogénica do isopulegol em camundongos.

Vérios mecanismos t€m sido envolvidos na produgdo de ulcera gastrica. Essas lesoes
parecem ser desenvolvidas quando ha um desequilibrio entre as forcas lesivas (HCI, pepsina,
gastrina, proteases, radicais livres, etanol, nicotina, isquemia, leucotrienos, AINES, estresse e
Helicobacter pylori) e os mecanismos de defesa da mucosa (6xido nitrico, grupos sulfidrilicos
nao-protéicos, prostaglandinas, muco, bicarbonato e fluxo sanguineo na mucosa) (GLAVIN;
SZABO, 1992). Nesse contexto, ndo € possivel propor apenas um unico mecanismo para o
efeito gastroprotetor de uma droga em particular (SINGH er al., 2008). Assim, diferentes
modelos e ensaios experimentais t€ém sido citados para avaliar a atividade gastroprotetora de
substancias (ROBERT et al., 1979; BHARGAVA et al.,1973; SZABO et al., 1985;
SEDLAK; LINDSAY, 1968).

O élcool € um dos principais agressores da mucosa géstrica em humanos. Essa
substancia é conhecida como uma toxina entérica que afeta a estrutura e func¢do de varios
elementos do trato gastrintestinal. Entre as complicagdes mais graves do trato gastrintestinal
provocadas pelo consumo indiscriminado de etanol, estdo a gastrite e as ulceras gastricas. De
fato, € bem documentado na literatura que a administracdo de etanol em altas concentragdes
causa severas lesdes na mucosa géstrica, envolvendo extensas hemorragias e destruicdo de
tecido (LACY, 1988). Dessa forma, a ulcera géstrica induzida por etanol (UGIE) em ratos e
camundongos € considerado um dos principais modelos utilizados para estudar a patogénese
de ulceragdes de mucosa gastrica (RAHGOZAR et al., 2002). Neste capitulo, diferentes doses
de isopulegol foram testadas no modelo de UGIE, com o objetivo de determinar a(s) dose(s)

efetiva(s) necessdaria(s) a um possivel efeito antiulcerogénico. Nossos resultados mostraram



174

que o pré-tratamento dos animais com isopulegol diminuiu o dano gastrico induzido pelo
etanol em todas as doses testadas, mas apenas nas doses mais altas (100 e 200 mg/kg) este
parametro foi significante, e dose-dependente. Esses resultados sugerem que o isopulegol,

provavelmente, atua como um agente citoprotetor/antiulcerogénico direto.

Os resultados obtidos com a andlise histopatolégica da mucosa gastrica dos animais
confirmaram microscopicamente os achados da andlise macroscopica. Foi observado que a
administracdo do etanol induziu severos danos na mucosa, caracterizados por hemorragia,
edema, perda de células epiteliais e infiltrado inflamatério. Esses resultados estdo de acordo
com diversos estudos previamente descritos, os quais relatam que o etanol é capaz de induzir,
microscopicamente, hemorragias subepiteliais focais na mucosa gastrica. Esses estudos
afirmam que tais efeitos sdo causados pelas agdes toxicas diretas do etanol e, indiretamente,
por mediadores e outras moléculas de sinalizagc@o as quais provocam inflamagdo ou apoptose,
e ainda, pela reducao do fluxo sanguineo gastrico (PARL et al., 1979; SZABO et al., 1985;
LEE et al., 2005; YEO et al., 2008; ZHAO et al., 2009). Além disso, o etanol promove
peroxidacdo de lipidios nas membranas celulares, um evento critico responsdvel pela
hemorragia e edema nas células musculares lisas e endoteliais (JONSSON; PALMBLAD,
2001; ALTURA; GEBREWOLD, 2002). Os achados microscopicos do pré-tratamento com
1sopulegol também corroboram aqueles macroscopicos, desde que esse monoterpeno foi capaz
de inibir significativamente as alteragdes histopatologicas na mucosa gastrica induzidas pelo
etanol. Assim, a andlise estatistica de escores macro- e microscopicos revelaram uma
excelente correlagdo, confirmando a efetividade da avaliacdo macroscépica. Juntos, esses
resultados sugerem fortemente um significante efeito protetor do isopulegol contra lesdes

géstricas induzidas por etanol.

Embora os mecanismos da UGIE nao sejam completamente compreendidos, é
extensamente documentado que a patogénese dessas lesOes em animais € multifatorial
(OATES; HAKKINEN, 1988; TAN et al., 2002). O etanol provoca uma diminui¢do da
funcdo da barreira muco-bicarbonato e do grupamento sulfidrilico ndo-protéico (GSH), induz
estresse oxidativo, aumenta a permeabilidade epitelial e provoca danos a mucosa,
principalmente, devido a lesdes vasculares e diminuicdo do fluxo sangiiineo da mucosa
gastrica (REPETTO; LLESUY, 2002; SIEGMUND et al., 2003). Patofisiologicamente, a
lesdo géstrica provocada pelo dlcool é mediada ou modulada por diversos fatores tais como a

cicloxigenase, lipoxigenase, citocinas, tromboxanos e radicais livres derivados do oxigénio
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(SAIKA et al., 2000; TARNAWISK et al., 1998). Na tentativa de analisar a participagao de
fatores protetores da mucosa géstrica contra o etanol, no presente capitulo nds investigamos o

envolvimento do NO, PGs, canais de Katp € GSH no efeito gastroprotetor do isopulegol.

Diversos estudos tém sugerido que a vasodilatacdo € importante na manutencido da
integridade gdstrica porque aumenta o fluxo sanguineo, mas também previne a ativacdo de
fatores inflamatdrios e remove substancias irritantes (KONTUREK et al., 1993; WALLACE;
GRANGER, 1996). Desta forma, o NO, um potente agente vasodilatador produzido via NOS,
¢ considerado um regulador da hemodinamica da mucosa gdstrica tanto em condi¢cdo de
repouso quanto apos o uso do etanol (RAHGOZAR et al., 2002). Além de atuar na regulagdo
do fluxo sanguineo capilar da parede gastrintestinal, no estdmago, o NO também participa do
controle da producdo de muco e secre¢do de bicarbonato, e atua como agente citoprotetor,
anti-inflamatério e como complemento aos efeitos protetores das prostaglandinas
(MUSCARA; WALLACE, 1999, LI et al., 2000), desempenhando, portanto, papel
significante no mecanismo de gastroprotecio (LONG-RUI et al., 2005; OLINDA et al.,
2008). Por outro lado, em altas concentragdes, o NO pode induzir a formagdo de radicais
derivados do nitrogénio, que sdo toxicos para vdrias linhagens celulares (WALLACE,;
MILLER, 2000). No presente estudo, o pré-tratamento dos animais com L-NAME, um
inibidor da atividade da NOS, ndo foi capaz de reverter a gastroprotecdo promovida pelo
isopulegol contra UGIE, sugerindo que o seu efeito antitlcera, provavelmente, ndo € mediado

pela via do NO.

Estudos prévios tém demonstrado que o mecanismo da atividade gastroprotetora de
varios terpenos envolve o reforco de diferentes fatores defensivos da mucosa géstrica, além da
inibicdo de fatores agressivos tais como a secregio de dcido gdstrico ou pepsina (SANCHEZ
et al., 2006; RODRIGUEZ et al., 2005). O estresse oxidativo tem sido considerado um fator
comum na patogénese de tulceras induzidas por diferentes modelos experimentais e clinicos
(DEMIR et al., 2003; ANDRADE et al., 2007). As ERO sio lesivas através de uma variedade
de mecanismos, dentre eles a peroxidacdo dos dcidos graxos das membranas celulares. As
mudancas conformacionais nos acidos graxos resultantes da peroxidacao lipidica alteram a
permeabilidade e fluidez da membrana, prejudicando as func¢des dos receptores, canais
i0nicos e outras proteinas que fazem parte da membrana (FREEMAN; CRAPO, 1982). Neste
contexto, estudos demonstram que o tratamento agudo com etanol promove estresse oxidativo

com conseqiiente aumento da peroxidacdo lipidica, aumentando assim os niveis de
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malonildialdeido, e depletando os niveis dos grupos sulfidrilas ndo-proteicos, tais como GSH,

em tecido de estdomago (REPETTO et al., 2002; PONGPIRIYADACHA et al., 2003).

Assim, considerando que o estresse oxidativo se apresenta como um dos fatores mais
importantes na fisiopatologia das ulceras gdastricas induzidas por etanol, compostos
antioxidantes podem ser ativos nesse modelo experimental complexando-se com os radicais
livres e, assim, produzir efeitos antiulcerogénicos (MATSUDA et al., 1999; HIRUMA-LIMA
et al., 2009). Como exemplo, estdo os compostos sulfidrilas, que desempenham um
importante papel no reparo de danos celulares quando agentes oxidantes estdo envolvidos no
processo de injuria (SZABO et al., 1981). A glutationa (GSH) é um tripeptideo composto de
glutamato, glicina e cisteina, e estd presente em altas concentracdes no estdmago quando
comparado com outros Orgdos, sugerindo o seu papel protetor como um composto
antioxidante endégeno (MILLER et al., 1985; DEMIR et al., 2003). Normalmente, a GSH
atua como um ‘“‘seqiiestrador” de radicais livres e de substancias toxicas presentes no TGI,
produzidas durante a alimentacdo (SHIRIN ez al., 2001). Sob condi¢des de estresse oxidativo,
como no tratamento com etanol, as ERO sdo reduzidas pelo GSH com a concomitante
formacdo de glutationa oxidada (GSSG). Além da sua acdo como um antioxidante quimico, a
GSH também atua na primeira linha de defesa antioxidante como um cofator da glutationa
peroxidase na redugdo de peréxidos que também resulta na formagdo de GSSG (CNUBBEN
et al., 2001).

Na tentativa de determinar uma possivel acdo antioxidante do isopulegol, noés
avaliamos a participacdo da GSH no efeito gastroprotetor desse monoterpeno em modelo de
ulcera induzido pelo etanol. De acordo com estudos prévios (TRIER er al., 1987,
PONGPIRIYADACHA et al., 2003), nossos resultados mostraram que a concentracdo de
GSH na mucosa gastrica foi significantemente reduzida apds a administracdo de etanol.
Quando os animais foram pré-tratados com isopulegol, observou-se uma reversdao de tais
alteracdes, de forma semelhante ao observado para N-acetilcistéina (NAC), um doador de
sulfidrilas usado como controle positivo no presente estudo. Esses resultados sugerem que,
possivelmente, o isopulegol seja capaz de promover gastroprotecdo através de um mecanismo
que dependa também de uma acdo antioxidante. Esses resultados também refletem estudos ja
estabelecidos na literatura os quais demonstram o papel antioxidante atribuido a varios
terpendides (SANTOS; RAO, 2001; GUEDES et al., 2008; GOMES et al., 2009). Ainda,

esta provavel acdo antioxidante apresentada pelo isopulegol estd de acordo com os dados
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obtidos no segundo capitulo deste estudo, onde o isopulegol ndo apenas foi capaz de reverter
a diminui¢do de GSH induzida pelo PTZ no hipocampo de animais, como também preveniu o

aumento de peroxidacdo lipidica e preservou a atividade da enzima catalase.

De forma semelhante ao observado no Capitulo II, no presente capitulo, quando o
isopulegol foi administrado sozinho (sem a exposicdo posterior ao agente agressor), a
concentracdo de GSH foi significantemente maior do que aquela apresentada pelos animais
controle normais (tratados apenas com veiculo e ndo expostos ao etanol). Esses resultados
sugerem que o isopulegol preveniu a reducdo de GSH induzida pelo etanol, possivelmente,
induzindo um aumento no contetido de GSH géstrico. De fato, € documentado na literatura
que a protecdo de células contra o estresse oxidativo estd relacionada a um conteudo elevado

de GSH intracelular (MEISTER, 1991), o que corrobora a nossa hipétese.

E também bem documentado que uma grande quantidade de GSH é encontrada em
varios Orgaos digestivos além do estdmago, especialmente no figado e baco (SUGAI et al.,
1968), e que a exposicao aguda ao etanol promove também uma significante diminuicao do
conteido de GSH nesses tecidos (KIM et al., 2008). Para investigar se o isopulegol estaria
atuando localmente no estdbmago ou se um possivel envolvimento sist€émico estaria presente
na sua acdo, nds decidimos quantificar também o conteido de GSH hepdtico nos
camundongos pré-tratados com isopulegol e expostos ou ndo ao etanol. Como esperado, o
tratamento com etanol,,s resultou em acentuada diminui¢io do GSH nos homogenatos de
figado, o que estd de acordo com Speisky et al. (1985). O pré-tratamento com isopulegol foi
capaz ndo apenas de reverter a diminuicdo do GSH hepético induzida pelo etanol, como
também induziu aumento de GSH nos camundongos normais tratados apenas com veiculo.
Desta forma, os resultados obtidos na presente dosagem hepdtica corroboram a nossa hipétese
de que o isopulegol, por si s6, poderia estar induzindo um aumento no conteido normal de
GSH nos tecidos estudados. Nossos resultados sugerem ainda que, a provavel acgdo
antioxidante do isopulegol referente a GSH tenha, possivelmente, um componente sistémico.
No entanto, estudos adicionais sdo necessarios para esclarecer se o isopulegol estaria
promovendo aumento no conteido de GSH por prevenir a sua deplecdo ou por induzir a sua

sintese.

Diversos estudos tém também demonstrado que as prostaglandinas enddgenas estao

envolvidas no efeito gastroprotetor de diferentes terpenos naturais ou sintéticos (MATSUDA
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et al., 2002; SANCHEZ et al., 2006). Este efeito citoprotetor tem sido estabelecido desde que
a administra¢do de prostaglandinas exdgenas foi capaz de proteger a mucosa géstrica contra
diferentes agentes necrosantes (ROBERT et al., 1979; KUNIKATA et al., 2001). Na mucosa
estomacal, as prostaglandinas parecem estimular a secre¢do de bicarbonato e muco, manter o
fluxo sanguineo, inibir a secrecdo dacida, bem como regular a renovacdo e reparo celular
(RAINSFORD, 1987). Desta forma, drogas anti-inflamatoérias ndo esteroidais, tais como a
aspirina e indometacina, sdo conhecidas por induzir ulceras durante o curso da terapia anti-
inflamatéria (JASZEWSKI et al., 1992). A ulceracdo induzida por essas drogas € atribuida,

principalmente, a inibi¢do da sintese de prostaglandinas via caminho das cicloxigenases

(COX-1e2) (RAINSFORD, 1987; WALLACE et al., 2001b).

Para investigar o papel das prostaglandinas na gastroprotecdo oferecida pelo
isopulegol, os camundongos foram pré-tratados com indometacina, um inibidor ndo seletivo
da cicloxigenase, antes da inducao das tlceras por etanol. Nossos resultados mostraram que o
pré-tratamento dos animais com indometacina reduziu significativamente a protecao oferecida
pelo isopulegol (100 mg/kg) contra as lesdes géstricas. A auséncia de efeitos na dose mais alta
de isopulegol (200 mg/kg) pode estar relacionada a dose de indometacina usada, a qual,
provavelmente, ndo foi suficiente para superar o efeito do isopulegol em sua maior dose. Os
resultados obtidos no presente experimento sugerem que, possivelmente, as prostaglandinas,

participam, pelo menos em parte, do efeito gastroprotetor do isopulegol.

Os canais de potassio ATP-dependentes (Katp) sdo uma classe de proteinas reguladas
por ligantes que parecem estar envolvidas com uma variedade de fungdes fisiologicas do
estdmago, tais como a regulacdo do fluxo sanguineo gdstrico, a secrecdo dcida e a
contratibilidade estomacal (GARCIA et al., 1997). No sistema vascular, esses canais estio
implicados no relaxamento do musculo liso vascular, possuindo um papel importante no
controle da pressdo sanguinea (NELSON; QUAYLE, 1995). Essa vasodilatacdo pode ser
bloqueada pela glibenclamida, uma sulfoniluréia que causa bloqueio dos canais de Kartp. A
diminui¢ao do fluxo sanguineo gastrico € uma das possibilidades pelas quais a glibenclamida
poderia aumentar as lesdes géstricas induzidas por etanol. Também foi mostrado que o efeito
lesivo direto da indometacina na mucosa gastrica de rato pode ser agravado pelo uso da
glibenclamida. Entretanto esse efeito pode ser inibido com o uso de cromacalina ou
diaz6xido, substancias que ativam e abrem os canais de potdssio em diversos tecidos (AKAR

et al., 1999; GOMES et al., 2006). Ainda, Peskar et al. (2002) demonstraram que a
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gastroprotecdo promovida pelas prostaglandinas € inibida ndo somente pela indometacina,
mas também pela glibenclamida. Estes dados sugerem que o mecanismo de agdo das
prostaglandinas enddgenas e exdgenas envolve a ativacdo dos canais de Karp. Recentes
estudos tém também sugerido a participacdo dos canais de Karp nos modelos de ulcera
induzida por indometacina (GOMES et al., 2006) e por etanol (MEDEIROS et al., 2008), nos

quais as prostaglandinas foram mostradas como provéaveis ativadores desses canais.

No presente estudo, foi investigado o papel dos canais de Katp no efeito gastroprotetor
do isopulegol no modelo de UGIE. Nossos resultados mostraram que os efeitos do isopulegol
foram revertidos pelo pré-tratamento com glibenclamida, um potente antagonista dos canais
de Katp. Com base nesses resultados, nds podemos, entdo, sugerir a participa¢do dos canais
de Kartp no efeito gastroprotetor do isopulegol, onde, possivelmente, as prostaglandinas

poderiam estar envolvidas na ativacdo desses canais.

Para confirmar ou nfo a participacdo das prostaglandinas no efeito gastroprotetor do
isopulegol, ndés conduzimos também o modelo de lesdes gastricas induzidas por
indometacina. Neste experimento, o pré-tratamento com isopulegol promoveu uma redugdo
no dano gastrico em todas as doses testadas, porém, apenas nas doses mais elevadas (100 e
200 mg/kg), os resultados foram estatisticamente significantes e dose-dependentes,
semelhantemente a ranitidina, usada como controle positivo. Considerando que as ulceracdes
induzidas pela indometacina sdo atribuidas, principalmente, a inibicdo de sintese de
prostaglandinas, os resultados do presente teste corroboram os nossos achados acima citados,

e fortemente sugerem o envolvimento das prostaglandinas na gastroprotecao oferecida pelo

isopulegol.

Em resumo, os resultados do presente capitulo demonstraram que o isopulegol
apresentou significante efeito gastroprotetor em ambos os modelos de ulcera géstrica induzida
por etanol e indometacina. Este efeito parece ser mediado, pelo menos em parte, pelas
prostaglandinas enddgenas, pela abertura dos canais de Katp € por propriedades antioxidantes
referentes ao aumento no conteido de GSH. Entretanto, o potente efeito depressor do SNC
induzido por este monoterpeno em altas doses, como visto no Capitulo II, deve ser
considerado. Neste sentido, futuros estudos sdo ainda necessdrios para esclarecer o exato
mecanismo de acdo gastroprotetora do isopulegol, como também para avaliar o perfil de

seguranca de seu uso.
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6 CONCLUSOES

A investigacdo dos efeitos farmacoldgicos centrais e da atividade gastroprotetora da

administracao aguda de isopulegol em camundongos permitiu as seguintes conclusoes:

> Os resultados dos testes do LCE e hole board sugerem que o isopulegol apresenta
efeito ansiolitico, o qual estd relacionado, pelo menos em parte, a modulagdo positiva dos
receptores GABAA/BZP. Este efeito ndo foi acompanhado de acdo sedativa em doses baixas
de isopulegol, o que foi evidenciado pela auséncia de diminui¢cdo de ALE no teste do campo

aberto.

> Os parametros observados no teste do nado for¢ado, suspensdo da cauda e tempo de
sono induzido por pentobarbital sugerem que o isopulegol apresenta possivel efeito depressor

do SNC e corroboram com a sua acao ansiolitica observada.

> Os resultados observados nos experimentos comportamentais de ansiedade e
depressdo sdo consistentes com a redugdo na concentracdo das monoaminas cerebrais (DA e

NA) observadas em corpo estriado.

> O isopulegol apresentou atividade anticonvulsivante e bioprotetora contra convulsdes
induzidas pelo PTZ. Tais efeitos foram dependentes da dose, os quais foram mais evidentes
nas doses mais altas testadas. Estas agdes estdo, possivelmente, relacionadas a modulagdo

positiva dos receptores GABAA/BZP e as propriedades antioxidantes do isopulegol.

> O 1isopulegol apresentou significante efeito gastroprotetor em ambos os modelos de
ulcera gastrica induzida por etanol e indometacina. Este efeito foi também dependente da dose
e parece ser mediado, pelo menos em parte, pelas prostaglandinas enddgenas, pela abertura
dos canais de Katp € por propriedades antioxidantes referentes ao aumento de contetido de

GSH.
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Abstract

Isopulegol 1s a monoterpene alcohol intermediate in the preparation of (—Fmenthol and it is present in the essential oils of vadous plants. This
work presents behavioral effects of isopulegol in animal models of open field, elevated plus maze (EPM), rota rod, hole board, barbiturate-induced
sleeping time, tail suspension and forced swimming tests in mice. [sopulegol was administered mtraperitoneally to male mice at smgle doses of 25
and 50 meg/kg, while diazepam 1 or 2 mg/kg and tmipramine 10 or 30 mg/kg were used as standard drugs. The results showed that, similar to
diazepam (1 mgkg), both doses of isopulegol significantly modified all the observed parameters in the EPM test, without alter the general motor
activity in the open field test. In the same way, both doses of isopulegol increased the number of head dips in the hole-board test. Forced
swimming and tail suspension tests showed that isopulegol (25 and 50 mg/kg) was able to mduce a significant increase in the immobility time, in
opposite W imipramine, a recognized antdepressant drug. There was a decrease in the sleep latency time and prolongation of the pentobarbatal-
induced sleeping time with both doses of Isopulegol. Different from diazepam (2 mg/kg), isopulegol (25 ¢ 50 mg/kg) had no effect on the motor

coordination of animals in the rota rod test. These results showed that sopulegol presented depressant- and anxiolytic-like effects.

@ 2007 Elsevier Ine. All naghts reserved.

Keywords: Isopulegol; Anxiolytic and depressant effects; Essential oils; Monoterpene

1. Introduction

Data from the World Health report (WHO, 2001) have
demonstrated that approximately 450 million people suffer froma
mental or behavioral disorder. The prevalence of anxiety mental
condition has risen in recent years (Andrews et al., 2000) and
depressive disorders are common and often disabling (Pan et al,
2005). Therefore, the search for new compounds as therapeutic
alternatives for such disorders has progressed constantly (Irie
et al., 2004; Klodzinska et al, 2004), including the studies
realized by our group (Melo et al., 2006; Sousa et al., 2005a;
Sousa et al., 2005b; Sousa et al., 2004).

An increasing number of studies have demonstrated that plant
derived essential oils exhibit a variety of biological properties,

* Corresponding author, Tel: +35 85 3366 8337; fax: +55 85 3366 8333,
E-mail addresses: clea/aufc.br, cleaflorenco @yahoo.com, be
(F.CF. de Sousa),
0091-3057/3 - see front matter © 2007 Ekewvier Inc. All nights reserved.
doi:10.1016,3,pbb. 2007 07.013

such as anticonvulsant (De Sousa etal., 2006), analgesic (Almeida
et al,, 2001) and central activities (Gurgel do Vale et al., 2002).
Several of these described effects are frequently attributed to
monoterpenes, which are the major chemical components of
those essential oils. Isopulegol (p-menth-8-en-3-ol) (Fig. 1), the
substance used in this work, is a monoterpene alcohol, which is
present in the essential oils of various plants, such as Corymbia
citriodora Hook (Vemin et al., 2004), Eucalyptus citriodora
Hook (Rao et al., 2003), Zanthoxylum schinifolium (Paik et al,
2005) and in otheraromatic plant species (Mastelic etal., 1998). It
is a 3-oxygenated monoterpene of p-menthane family, interme-
diate in the preparation of (—)-menthol (Sema et al., 2003), and
have been used in the manufacture of fragrances with blossom
compositions (Chuah et al., 2001). Recently, it was described that
essential oils from Zanthoxylum schinifolium pericarp, which
contained isopulegol, were able to induce apoptosis of HepG2
Human Hepatoma Cells, suggesting a plausible utilization of
those oils as an anti-tumor agent in Hepatocellular carcinoma

doit10.1016/.pbb.2007.07.015
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therapy (Paik et al., 2005). However, as far as we know, reports
with reference to the therapeutic effects from isolated isopulegol,
as we used in the present work, are scarce in literature.

As referred previously, isopulegol is an intermediate in the
synthesis of (—)-menthol and therefore both compounds present
similar structures (Serra et al., 2003). Previous studies in the
literature demonstrated that menthol was able to promote
ambulation in mice (Umezn and Monta, 2003; Umezu et al.,
2001), an effect similar to that presented by psychostimulants.
Such considerations led us to investigate whether isopulegol
would be able to present comparable actions to that presented
by menthol. For that, in this study we evaluated the behavior
effects of isopulegol on animal models of central nervous
system actions,

2. Materials and methods
2.1, Animals

Male Swiss mice (30 g) were used in each experiment and
maintained at a controlled temperature (231 °C) witha 12 h
dark/light cycle and free access to water and food. Animals were
treated in accordance with the current law and the NIH Guide
for Care and Use of Laboratory Animals.

2.2, Drugs

Isopulegol was emulsified with 0.2% Tween 80 (Sigma-
USA) and dissolved in distilled water. Animals were treated
with the substance at doses of 25 and 50 mg/kg, intraper-
itoneally, 30 min before the experiments. Controls received
vehicle at the same volume (10 mlkg) and were administered in
the same route as the treated groups. Diazepam (DZP) 1 or
2 mg'ke (Unido Quimica/Brazl), Flumazenil (FLU) 2.5 mg/kg
(Unido Quimica/Brazil) and Imipramine (IMP) 10 or 30 mg/kg
(Gelgy), used as standards, were intraperitoneally injected after
dissolved m distilled water. Isopulegol was separated and
obtained by column chromatography of the technical grade
isopulegol (Dierberger — Brazl).

2.3, Experimental protocol

The animals were tested during the light period and observed
in a closed room with constant temperature (23+1 °C) and
poorly illuminated with a 15-V red light, except in the forced
swimming test which was illuminated with normal light. All
tests were performed in different days with distinct groups of
animals.

2.4. Elevated plus maze test (EPM)

The elevated plus maze for mice (Lister, 1987) consisted of
two perpendicular open arms (30= 5 em) and two closed amms
(30x5%25 em) also in perpendicular position. The open and
closed arms were connected by a central platform (5= 5 cm).

The platform and the lateral walls of the closed arms were
made of transparent acrylic and the floor of black acrylic. The
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maze was 45 cm above the floor. Afier treatment, the animal
was placed at the center of the plus maze with its nose in the
direction of one of the closed arms, and observed for 5 min,
according to the following parameters: number of entries in the
open and closed arms, and time of permanence in each of them.
The time of permanence measures the time spent by the animal
in the open and closed arms. Anxiolytic compounds reduce the
animal’s aversion to the open amms and promotes the
exploration thereof. The animals were divided into four groups

with 10—15 per group.
2.3, Open-field test

The open-field area was made of acrylic (transparent walls
and black floor, 30 30 15 cm) divided into nine squares of
equal area. This apparatus was used to evaluate the exploratory
activity of the animal (Archer, 1973). The observed parameters
were as follows: number of squares crossed (with the four paws)
and number of grooming and rearing. The animals were divided
into four groups with 8—15 animals per group.

2.6, Hole-hoard test

The hole-board test for exploratory behavior in mice was used
as described previously by Clark et al. (1971). The apparatus
used was an Ugo Basile of 60+ 30 cm with 16 evenly spaced
holes with built-in infrared sensors. In brief, adult male mice
were randomly divided into four groups with 8—15 mice per
group. Two groups received graded doses of isopulegol (25 and
50 mg'kg ip). One group received DZP (1 mg/kg ip) as standard
and the remaining group named control received vehicle. Thirty
minutes after the administration of respective drugs, the number
of head dips into the holes was counted for each animal for 5 min.

2.7. Forced swimming test

The Porsolt et al. (1978) swimming test includes two
exposures to a water tank, spaced 1 day apart. For these
experiments the tank size was 22 em in diameter and 40 cm in
height. The tank had a rounded lid and contained 20 cm high
fresh water at 25 °C. During the first exposure, mice were
placed in the tank and left there for 15 min. During the second

exposure (test session), mice were placed in the tank and left

OH

Fig. 1. Structure of isopulegol
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there for 5 min during which immobility time was registered. A
mouse was considered immobile when it remained floating in
the water, without struggling, making only very slight move-
ments necessary to keep its head above water. The animals were
divided into four groups with 10—13 animals per group. Each
animal was used only once.

2.8. Tail suspension test.

The tail suspension test has been described by Steru et al.
(1985). Male Swiss mice were housed in plastic cagesina 12h
light cycle with food and water freely available. Animals were
transported from the housing room to the testing area in their
own cages and allowed to adapt to the new environment for 1 h
before testing. For the test, the animals were divided into four
groups with 8—15 animals per group. They were suspended on
the edge of a shelf 58 cm above a table top by adhesive tape
placed approximately 1 cm from the tip of the tail. The duration
of immobility is recorded for a period of 6 min.

2.9. Pentobarbital sleeping time

Thirty minutes after intraperitoneal administration of
isopulegol at both doses or vehicle, all groups received sodium
pentobarbital (40 mgkg, intraperitoneally, ip.). The time

A

NEOA

clapsed between the administration of pentobarbital until the
loss of the righting reflex was recorded as the sleep latency. The
time since the injection up to the loss of the righting reflex is
recorded as sleep latency and the time elapsed between the loss
and voluntary recovery of the righting reflex is recorded as
sleeping time. (Wambebe, 19835; Rolland et al., 1991). For the
test, the animals were divided into four groups with 8-15
animals per group.

2.10. Rota rod

Motor coordination was measured using the rota-rod test,
adapted from Egashira et al. (2004). Animals were trained to the
rota-rod test before the phammacological test. Mice, divided into
12 groups, with 8 per group, were placed with the four paws ona
2.5 cm diameter bar, 25 cm above the floor and the time of
permanence on the bar was measured for 2 min, for each animal.
The rotating speeds were of 5, 15 or 40 rpm and different groups
were used at all rotating speeds.

2.11. Statistical analyses
All results are presented as mean+S.E.M. Data were

analyzed by ANOVA followed by Student—Newman—Keuls’s
post hoc test. Results were considered significant at £#<0.05.

Fig. 2, Plus-mazetestof groups of mice which received vehicle, isopulegol (25 and 30 mg/kg), DZP (| mgke) or FLL (2.5 mg/ke). (A) NEQA: number of entries nthe o pen
arms; (B) TPOA (s): imeof permanence inthe open amns; (C) NECA: number of entries in the closed arms: (D) TPC A (s): ime of perman ence in the closed ams. The results
are presented as mean =5 EM. Significant difference compared with control (*F<.03; **P<.01; *** P< 001 } ANOVA and Smdent-Newman-Keuls's as the post hoc test.
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3. Results
3.1, Elevated plus maze test (EPM)

Effects of isopulegol (25 and 50 mg/kg) or diazepam (1 mg/
kg) in the elevated plus maze test are presented in Fig. 2. In this
test, the groups treated with isopulegol at both doses and
diazepam significantly modified all the observed parameters:
the number of entries in the open arms (NEOQA) [ISO-25, [SO-
50, DZP-1: F(7,89)=2537, P<.05] and time of permanence in
the open arms (TPOA/s) [ISO-25, ISO-50, DZP-1: F(7.86)=
73.62, P<.05], as well as the number of entries in the closed
arms (NECA) [1SO-25, 1S0-50, DZP-1: F(7,87)=4.37, P<.05]
and time of permanence in the closed arms (TPCA/s) [ISO-25,
[SO-50, DZP-1: F(7,89)=43.63, P<.05]. The results are
presented as mean+S.E.M.

3.2, Open-field test

Fig. 3 shows that isopulegol (25 and 50 mg/kg) did not alter
the number of crossings, rearing, and grooming, as compared to
controls. The animals treated with diazepam (2 mgkg)
decreased the number of crossings [DZP-2: F(3,57)=6.26,
P<035] and grooming [DZP-2: F(3,57)=3.29, P<.05] but did
not alter the number of rearing, as compared to the control
group.

3.3. Hole-board test

Similar to DZP (1 mg'kg), isopulegol at both doses (Fig. 4)
increased the number of head dips [ISO-25, I1SO-50, DZP-1:
F(3.36)=6.13, P<.05] as compared to controls.

3.4. Forced swimming test

In this test, isopulegol at both doses (25 and 50 mg/kg i1.p.)
induced a significant increase in the immobility time in mice, as
compared to control. On the other hand, the animals treated
with imipramine 10 mg'kg, as expected of an antidepressive
drug, was able to decrease that parameter [[SO-25, ISO-50,
IMP: F(3,57)=35.87, P<.05] (Fig. 3).

1680+ AR
1404
% 1204 2 i
£ 100 o R
- T
: o
S il 1 Rt
E e, o | "
20+
: Mo R N
Control 150-25 I50-50 IMP-10

Fig. 5. Forced swimming of groups of mice which received vehicle, isopulegol
(25 and 50 mgkg) and imipramine (10 mg/kg). The figure shows mmobil iy
time {5). The results are presented as means S.E.M. Significant difference
compared with control (*** P<.001), ANOVA and Student- Newman- Keuls's
as the post hoc test
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3.5, Tail suspension test

Similar to those results observed m forced swimming
test, Fig. 6 shows that isopulegol (25 and 50 mg/kg)
significantly increased the mmobility time in animals, while
imipramine 30 mg/kg produced opposite effect [ISO-25,
[SO-50, IMP: F{3.38)=28.45, P<.05] as compared to the
control group.
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Control 150-25 150-50 DZP-2
Fig. 8 Rota rod test of groups of mice which received vehicle, sopulegel (23
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The results are presented as mean+S.E.M. Significant differen ce compared with
control (***P<.001). ANOVA followed by Student- Newman -Keuls's as the

post hoc st

3.6, Pentobarbital sleeping time.

The absolute values of sleep latency and sleeping time
showed in Fig. 7 demonstrate that animals treated with
isopulegol (25 and 50 mg/'kg) or diazepam (1 mg/kg), 30 min
before injection of pentobarbital, presented a decrease in the
sleep latency [ISO-25, 180-50, DZP-1: F(3.38)=7.54, P<.05]
and prolongation of pentobarbital-induced sleeping time [1S0O-25,
[SO-50, DZP-1: F(338)=13.92, P<.05].

3.7. Rota rod

No alteration was observed on the rota rod test (Fig 8)at 5, 15
and 40 rpm after treatment with isopulegol (25 and 50 mg/kg) as
compared to control, while diazepam (2 mg'kg) in a relaxant
muscular dose, as expected, decreased this parameter [S rpm:
DZP-1: F(3,31)=19.02, P<05; 15 mpm: DZP-1: F(3,31)=
19.70, P<.05; 40 rpm: DZP-1: F(3,31)=8.48, P<05].

4. Discussion

Isopulegol is a monoterpene alcohol intermediate in the
preparation of (—}-menthol and it is present in the essential oils
of various plants. Previous studies have demonstrated that
menthol administered intraperitoneal or subcutaneously pro-
motes effect similar to that of psychostimulants (Umezu and
Morita, 2003; Umezu et al., 2001). Based in these considera-
tions, we assumed to investigate whether the 1sopulegol would
be also involved in the ability to act on the central nervous
system, since, as far as we know, there are no studies in the
literature on the central actions of this substance.

In the present work, the effects of isopulegol were studied in
several behavior animal models, such as EPM, open-field, hole
board, forced swimming, tail suspension, barbiturate-induced
sleeping time and rota rod tests, to investigate its possible
central activity. These tests are classical models for screening
central nervous system actions providing information about
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psychomotor performance, anxiety, myorelaxant activity and
depression. It is well known that benzodiazepines act as
anxiolytics (at low doses), anticonvulsants, and also produce
sedation and a myorelaxant effect at higher doses (Melo et al.,
2006). Thereby, our group has used diazepam at 1 mg'kg In
EPM and hole board tests and 2 mg/kg in open field and rota rod
tests, as standard drug.

The present study showed that administration of different
doses of isopulegol in mice was able to induce anxiolytic-like
effects in the EPM and hole board tests. The EPM test is
considered one of the most widely validated tests for assaying
new benzodiazepine-like anxiolytic agents (Pellow et al.. 1985;
Rodgers et al., 1997). The benzodiazepines are the most widely
prescribed central nervous system depressants, with selective
activity at the inhibitory GABA, receptor complex. By
enhancing the frequency of CI” channel opening and thus CI*
flux through the GABA, receptor. benzodiazepines potentiate
the inhibitory effect of GABA (Lilly and Tietz, 2000). At both
doses and similar to DZP, in the EPM test isopulegol
significantly reduced the animal’s aversion to the open arms
and promoted the exploration thereof, indicating anxiolytic
effect. Flumazenil is a recognized competitive antagonist at the
central benzodiazepine receptor and was used to elucidate the
possible mechanism by which isopulegol is actuating i this
model. The results showed that flumazenil reversed not only the
diazepam effect but also the isopulegol effect, indicating that
both drugs might present a similar mechanism of action.

In further to cormborate the anxiolitic activity observed in the
EPM test, we decided to use the hole board model. in which it 1s
also observed that the exploration is gradually inhibited by
anxiety (Crawley, 1985). In this way, similar to EMP, this test is
also useful for modeling anxiety and anxiolytics agents have
been shown to increase the number of head dips (Takeda et al.,
1998). Our results showed that isopulegol at both doses increased
the number of head dips, indicating anxiolytic-like effect

Drugs that increase general motor activity may provide false-
positive results in the number of entries into the open arms and
number of head dips in the EPM and hole board tests,
respectively. In this way, we decided to study the effects of
isopulegol m the open-field test, a classical animal model used
to evaluate autonomic effects of drugs and general activity of
animals (Novas et al,, 1988). In this test. the groups treated
intraperitoneally with isopulegol (25 and 50 mg/kg), at doses
which produced anxiolytic-like effects, did not significantly
change motor activity in mice, differently from DZP (2 mg/kg),
which decreased this parameter. Therefore, it is unlikely that the
effects produced by isopulegol observed in the plus-maze and
hole board tests are based on the stimulation of general motor
activity.

Taking into consideration the anxiolytic-like effects of
isopulegol observed in the above cited tests, we decided, in
addition, to investigate the role of isopulegol in depressant
animal models. For this, we realized the forced swimming and
tail suspension tests, which have been useful experimental
models for screening antidepressant activity. Drugs with
established antidepressant activity, as imipramine, reduce the
time during which the animals remain immobile (Porsolt et al.,

1977; Willner, 1990). Our results showed that isopulegol, at
both doses, was able to increase the total time spent in
immobility of mice exposed to those tests, indicating depressant
activity, in opposite to the psychostimulants effects presented by
menthol m previous studies (Umezu and Morita, 2003; Umezu
et al., 2001).

A deficit in motor coordination would very likely affect
performance in the forced swimming and tail suspension tests.
In this way, we aimed to investigate the effects of isopulegol in
the rota rod test, a classical animal model used to evaluate
peripheral neuromuscular blockage. Our findings showed that
isopulegol (25 to 50 mg/kg), different from diazepam (2 mg/
kg), had no significant effect on the motor coordination of the
animals on rota rod test. Thus, the observed increase in the
immobility time probably is not related to peripheral neuro-
muscular blockage, but may involve neurons that control central
depressant activity (Adzu et al., 2002).

Pentobarbital sleeping time test was also used to confirm or
not the possible depressive-like effects observed with
isopulegol in the previous tests of this study. Decrease in
sleep latency and increase in sleeping time are classically
related to central nervous system (CNS) depressant drugs
(Willianson et al., 1996). Earlier studies have related
prolongation of barbital hypnosis to pentobarbital metabolic
inhibition or action on the CNS involved in the regulation of
sleep (Kaul and Kulkami, 1978). Ours findings showed that
isopulegol, at both doses, decreased the sleep latency time and
increased the duration of sleeping, which possibly confirm the
depressant activity of CNS detected before. These results
corroborate those of Fujimori and Cobb (1995), who proposed
that the enhancement of barbital hypnosis is a good index of
CNS depressant activity.

In summary, taken together the results in plus maze and hole
board tests suggest antiamdety effects of isopulegol. Parameters
observed in the forced swimming, tail suspension and
pentobarbital sleeping time tests support the idea that isopulegol
possibly presents depressor activity on the central nervous
system, in opposite to the previous psychostimulants effects
presented by menthol. These results are similar to that found by
Aguirre-Hemandez et al. (2007), who demonstrated that hexane
and methanol extracts of Tilia americana var. mexicana
inflorescences exert both depressant and anxiolytic profiles on
the CNS. An explanation for the inconsistency between the
present anxiolytic and depressant effects of isopulegol and the
previously reported psychostimulant actions of menthol is
difficult to be formulated, once reports with reference to the
behavioral or phammacological effects from isopulegol are
scarce in literature. However, it is possible to speculate that such
discrepant finds could be related to the tenuous structural
differences among both compounds. Therefore, further studies
need to be performed in order to elucidate the antianxiety and
depression mechanisms of isopulegol.
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Abstract The present study investigated whether isopulegal,
a monoterpene present in essential oils of several aromatic
plants, would be able to promote some gastroprotective effect
and also verified the possible mechanisms involved in this
action. For this study, ethanol- and indomethacin-induced
gastric ulcer models in mice and histopathological assessment
were used. The roles of NO, sulfhydryls (glutathione, GSH),
ATP-sensitive K" channels (K gp channels), and prostaglan-
dins were also investigated. Isopulegol exhibited a dose-
related gastroprotective effect against ethanolinduced
lesions, while the pretreatment with glibenclamide and
indomethacin [but not with MG )nitro-L-arginine methyl
ester] were able to reverse this action. The pretreatment with
isopulegol also restored GSH levels to normal levels and
exhibited dose-related gastroprotective effect against
indomethacin-induced ulcer. The results suggested that
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isopulegol presents significant gastroprotective effects in
both ethanol- and indomethacin-induced ulcer models, which
appear to be mediated, at least in part, by endogenous
prostaglandins, Kare channel opening, and antioxidant

properties.
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Introduction

Folk medicine, especially in developing countries, is widely
used since the availability of modem public health services is
still very limited. In Brazil, information from ethnic groups
on indigenous traditional medicine has played a vital role in
the discovery of novel products from plants as chemother-
apeutic agents, which have resulted in a significant body of
publications in this area (Amaral et al. 2007; Silva et al.
2007; De Sousa et al. 2005, 2006; Paula et al. 2006; Sousa
et al. 2004; Almeida et al. 2001, among others).

In the last years, an increasing number of studies have
demonstrated that several Brazilian plant-derived essential
oils exhibit a varety of biological properties, such as
analgesic (Amaral et al. 2007; Almeida et al. 2001),
anticonvulsant (De Sousa et al. 2006), central effects (Silva
et al. 2007), and gastroprotective activities (Paula et al.
2006). Several of the anterior described effects are
frequently attributed to monoterpenes, which are the major
chemical components of those essential oils.

Isopulegol (p-menth-8-en-3-ol) (Fig. 1), the substance
used in this work, is a monoterpene alcohol present in the
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Fig. 1 Structure of isopulegol

essential oils of various plants, such as Eucalyptus
citriodora Hook (Rao et al. 2003), Corvmbia citriodora
Hook (Vemin et al. 2004), and Zanthaxylum schinifolium
(Paik et al. 2005), as well as in other aromatic plant species.
It is a 3-oxygenated monoterpene of the p-menthane family,
intermediate in the preparation of (—)-menthol (Serra et al.
2003) and has been used in the manufacture of fragrances
with blossom compositions (Chuah et al. 2001). A previous
study, described by Paik et al. (2005), demonstrated that the
essential oil from Z schinifolium pericarp, which contains
isopulegol, was able to induce apoptosis of HepG2 human
hepatoma cells, suggesting a plausible utilization of this oil
as an anti-tumor agent in hepatocellular carcinoma therapy.
However, reports with reference to the therapeutic effects of
isolated isopulegol, as far as we know, are scarce in
literature. Only recently, two studies accomplished by our
group (Silva et al. 2007) and collaborators (De Sousa et al.
2007b) demonstrated that isolated isopulegol presented
depressant- and anxiolytic-like effects as well as sedative
activity in mice.

Peptic ulcer is a benign lesion of the gastric or duodenal
mucosa, which occurs at a site where the mucosal epithelium
is exposed to acid and pepsin (Andrade et al. 2007). The
relationship between gastroprotection and products from
natural sources is widespread (Takase et al. 1994). Such
natural-derived products have been the object of studies in the
incessant search for a substance with ideal gastroprotector
therapeutic effect and lower costs. Recent researches have
shown the gastroprotective effects of various medicinal plants
and substances isolated from them (Brzozowski et al. 2005;
Da Rocha Lapa et al. 2007), including terpenes (Yoshikawa
et al. 2007; Guedes et al. 2008).

Some terpenes present in essential oils have been shown
to have inhibitory activity on ulceration induced by
different agents, for example, the monoterpene terpinen-4-
ol and sesquiterpene elemol, isolated from the essential oil
of Cryptomeria japonica (Matsunaga et al. 2000), Other
terpenes such as P-eudesmol and hinesol also were
effective inhibitors of gastric secretion (Nogami et al.
1986). These data lead us to test the possible activity of
isopulegol against gastric damage induced by ethanol and
indomethacin in mice and further assess the antiulcer
mechanism. Moreover, as far as we know, there are no
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reports regarding the antiulcer activity of isopulegol in the
literature. Therefore, this study will contribute to increase
our knowledge on herbal-derived substances, which can
offer huge possibilities for medication.

Materials and methods
Animals

Male Swiss mice (weighing 20-30g) were provided by the
Central Animal House of Federal University of Ceara.
Animals were maintained in standard cages, at a controlled
temperature (23+1°C) with a 12-h dark/light cycle and food
and water ad libitum. Fifteen howrs prior to the experi-
ments, mice were transferred to the laboratory and given
only water ad libitum. Studies were camied out in
accordance with guidelines for the care of laboratory
animals and ethical guidelines for the investigation of
experimental pain in conscious animals (Zimmerman 1983)
and were performed under the consent and surveillance of
the Committee of Ethics in Animal Research, Department
of Physiology and Pharmacology, Faculty of Medicine,
Federal University of Ceard, Ceara, Brazil.

Drugs and dosage

Isopulegol was separated and obtained by column chroma-
tography of the technical grade isopulegol/Dierberger,
Brazil. It was emulsified with 0.3% Tween 80 (Sigma,
USA) in distilled water before use. Previously, animals
were orally treated with the test substance at the doses of
25, 50, 100, and 200 mg/kg to investigate a possible dose—
response relationship against ethanol- and indomethacin-
induced gastric lesions. Subsequently, doses of isopulegol
100 and 200 mg/kg (which presented significant antiulcer
activity) were used to investigate the possible mechanisms
of action involved in gastroprotective effect. For ulcer
induction, 0.2 mL of absolute ethanol (CPQ-Brazil, p.o.)
and indomethacin (Sigma-USA) at the dose of 20 mg/kg
(suspended in 0.5% carboxymethylcellulose in distilled
water, p.o.), were administered. For the investigation of
prostaglandins participation in the ethanol-induced ulcer,
indomethacin at dose of 10 mg'kg, p.o., was used. Controls
received vehicle (3% Tween 80 in 0.9% saline in a volume
of 10 ml’kg, p.o.) and were administered by the same route
as the treated groups. M G)-Nitro-L- arginine methyl ester
(L-NAME, Sigma-USA), cyproheptadine (Sigma, Brazil)
and glybenclamide (Sigma, USA) (prepared with 4%
glucose), all at the dose of 10 mg/kg, were dissolved in
distilled water and administered intraperitoneally. Raniti-
dine (Unido Quimica, Brazil) and N-acetyl cysteine (NAC,
Unifio Quimica, Brazl) were both dissolved in distilled
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water and administered intraperitoneally at the doses of 20
and 750 mg/kg, respectively. All drug doses and timing of
dosing were chosen essentially as described previously and
specified in each section below.

Evaluation of the antiulcerogenic activity of isopulegol
in ethanol-induced gastric ulcer model

The acute gastric lesions were induced by the intragastric
administration of 0.2 mL of absolute ethanol, dose that
induces significant gastric ulceration, in accordance to the
method described by Robert et al. (1979), with slight
modifications. After 15-h food deprivation, groups of
animals (n=8/group) received different doses of isopulegol
(25, 50, 100, and 200 mg/kg, p.o.) or vehicle (3% Tween 80
in 0.9% saline in a volume of 10 ml’kg, p.o.). One hour
after, the animals were given orally 0.2 mL of absolute
ethanol, while positive control animals received cyprohep-
tadine 10 mgkg, ip. (Ohtau et al. 1999). In order to
investigate whether isopulegol would be able to cause
injury by itself, groups of animals were also treated with
isopulegol (25, 50, 100, and 200 mg/kg, p.o.) or vehicle
(3% Tween 80 in 0.9% saline, p.o.) and were not exposed
to ethanol. Thirty minutes after the administration of the
necrotizing agent, animals were killed by cervical disloca-
tion and their stomach removed. Subsequently, each
stomach was incised along the greater curvature, rinsed
with saline (0.9%) solution, and compressed between two
clock glasses. The outline of the gastric corpus lesions was
traced onto transparent film using a felt tip marker, as
previously described by Iwata et al. (1997). The total and
injured stomach areas (glandular face) were measured using
a computer planimetry program (Image J) and expressed in
terms of percent of ulcerate gastric area. A sample of the
corpus region of stomachs was fixed in 10% formalin for
subsequent histopathological assessment. The lesion area
was measured by a single observer who was blinded to the
treatment sirategy.

Histopathological assessment

Histological evaluation was performed on the glandular
stomach of animals. The tissue samples were preserved in
10% buffered formalin and processed for routine paraffin
block preparation. Sections of thickness about 4 mm were
cut and stained with haematoxylin and eosin. The mucosal
injury evaluation was performed under light microscopy by
an experienced histologist blinded to the treatment regimen.
The histopathological alterations were assessed according
to the criteria previously described by Laine and Weinstein
(1988): (1) edema (score 0-4), (2) hemorrhagic damage
(score 0—4), (3) nflammatory infiltration (score 0-3), and
(4) epithelial cell loss (score 0-3).

Evaluation of the role of NO metabolic pathway on the
gastroprotective effect of isopulegol in the ethanol-induced
ulcer model

In order to investigate the involvement of endogenous nitric
oxide (NO) in the protective effects of isopulegol, L-NAME
(an inhibitor of the NO synthetase activity, 10 mg/kg) was
intraperitoneally injected 15 min before the oral adminis-
tration of 1sopulegol 100 and 200 mgkg or vehicle (3%
Tween 80 in 0.9% saline, 10 ml/kg, p.o.). The L-NAME
dose and timing of dosing were used in accordance to
previous reports (Giirbiiz et al. 1999; Chandranath et al
2002). Two further groups were treated only with vehicle,
and one of them was not exposed to ethanol. In other
groups, saline was also injected, followed by isopulegol
100 and 200 mg/kg alone before absolute ethanol admin-
istration. Subsequently, 60 min after the treatments, the
gastric mucosal lesions were induced with ethanol. Thirty
minutes after, lesions were measured and expressed as
described before. For this experiment, the mice were
divided into groups of eight animals each.

Quantification of stomach and hepatic GSH levels in mice
pretreated with isopulegol and exposed to ethanol-induced
ulcer model

Quantification of glutathione (GSH, a non-protein SHs)
levels was conducted in the stomach of mice. In order to
investigate a possible systemic effect from isopulegol,
GSH levels were also measured in liver tissues. The
GSH levels in tissues were measured according to the
methods described by Sedlak and Lindsay (1968), with
slight modifications. Briefly, isopulegol (100 and 200 mg/
kg, p.o.) was administered to mice 1 h before administra-
tion of vehicle (3% Tween 80 in 0.9% saline, 10 ml/kg, p.
o) or absolute ethanol (0.2 mL, p.o.). Positive control
received NAC, an amino acid essential in the formation of
GSH, at the dose of 750 mg/kg, i.p., before the ethanol
administration. Two additional groups were treated only
with vehicle, and one of them was not exposed to ethanol.
Thirty minutes after, the animals were killed by cervical
dislocation, and their stomach and liver were removed.
For the assay of GSH. the glandular segments from each
stomach, as well as the whole liver tissue, were individ-
ually homogenized in ice-cold 0.02 M EDTA solution
(at 10%). Aliquots (400 pl) of tissues homogenate were
mixed with 320 pl of distilled water and 80 ul of 50%
(w/v) trichloroacetic acid (50%) in glass tubes and
centrifuged at 3,000 rpm for 15 min (stomach) and at
6000 pm for 30 min (liver). Subsequently, supematants
(400 pl)were mixed with 800 pl Tris buffer (0.4 M, pH 8.9)
and 5,5-dithio-bis(2-nitrobenzoic acid) (DTNB; 0.01 M)

was added. After shaking the reaction mixture for 3 min, its
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absorbance was measured at 412 nm within 5 min of the
addition of DTNB against blank with no homogenate. The
supernatant was separated, and its protein concentration
was measured by the Lowry et al. (1951) method using
purified bovine serum albumin as a standard. The
absorbance values were extrapolated from a glutathione
standard curve and expressed in microgram GSH per
milligram of protein. For the present experiment, the
animals were divided into groups of eight to 12 mice each.

Evaluation of participation of prostaglandins
on ethanol-induced gastric musocal lesions
in indomethacin-pretreated mice

In order to investigate the involvement of endogenous
prostaglandins i the protective effects of isopulegol
ethanol-induced gastric lesions, indomethacin was used
at a dose that inhibits prostaglandin synthesis but does
not induce gastric ulceration (10 mgkg, dissolved in
(1.5% carboxymethyleellulose and diluted in distilled
water, p.o.. Adeyemi et al. 2005). Groups of animals
(n=8-10/group) were pretreated with indomethacin before
the administration of isopulegol (100 and 200 mg/'kg, p.o.)
or vehicle (3% Tween 80 m 0.9% saline, 10 mlkg, p.o.).
Further groups received vehicle alone or vehicle followed
by isopulegol 100 and 200 mg/kg. Subsequently, mice
were exposed to absolute ethanol. One additional group
was injected with vehicle and was not administered
ethanol. Indomethacin and isopulegol were administered
2 h and 30 min, respectively, prior to ethanol, in
accordance with Olinda et al. (2008). Thirty minutes after
ethanol administration, lesions were measured and
expressed as described before.

Role of Kare channels on ethanol-induced gastric mucosal
lesions in glibenclamide-pretreated mice

To evaluate the possible involvement of ATP-sensitive K'
chamnels (K yrp channels), glibenclamide (a potent antago-
nist of Karp channels, prepared with 4% glucose to
minimize hypoglycemia), at the dose of 10 mgkg, was
intraperitoneally injected 30 min before the administration
of isopulegol (100 and 200 mgkg, p.o.) or vehicle (3%
Tween 80 in 0.9% saline, 10 mlkg, p.o.). Glibenclamide
preparation, dose, and timing of dosing were used in
accordance with Peskar et al. (2002). In additional groups,
vehicle was also injected followed by isopulegol 100 and
200 mg/kg before absolute ethanol administration. Controls
received vehicle alone. Subsequently, mice were exposed to
absolute ethanol. One further group received vehicle alone
and was not administered ethanol. Sixty minutes after, the
gastric mucosal lesions were induced with ethanol i all
groups, measured and expressed as described before. For
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this test, the animals were divided into groups of eight
anmimals each.

Indomethacin-induced gastric mucosal lesions

Gastric lesions were induced by indomethacin (20 mg/kg,
suspended in 0.5% carboxymethyleellulose in distilled
water, p.o.) as described in previous studies (Molina et al.
20035; Santos et al. 2005). The animals (n=8/group) fasting
for 15 h received isopulegol (25, 50, 100, and 200 mg/kg,
p.o.), vehicle (3% Tween 80 in 0.9% saline, 10 ml’kg, p.o.),
or ranitidine (20 mgkg, p.o., as positive standard drug)
60 min before the administration of indemethacin, while
control group received vehicle alone. According to Bhar-
gava et al. (1973), 8 h after ulcer induction, animals were
killed by cervical dislocation and their stomach removed.
Subsequently, each stomach was incised along the greater
curvature and examined for lesions. The degree of
ulceration was graded according to an arbitrary scale by
attribution of scores as presented in Table 1 (Szabo et al.
1985). The lesion area was measured by a single observer
who was blinded to the treatment strategy.

Statistical analysis

Values were expressed as mean+SEM (for parametric data).
For statistical analysis, one-way analysis of variance
followed by Student—Newman-—Keuls as post hoc test were
used. For histological assessment and indomethacin-
induced gastric ulcer model, the Kruskal-Wallis nonpara-
metric test was used, followed by Dunn’s test for multiple
comparisons. Values were expressed as median+maximum
and minimum values. Probability (P) values less than 0.05
were considered significant.

Table 1 Determination of scores m indomethacin-mduced gastric
lesions (SZABO et al. 1985)

Injury Scores
Discolomation of mucosa 1
Edema 1
Hemorrthages 1
Number of petechia

Until 10 2
More than 10

Intensity of ulceration

Ulcers or erosion up to 1| mm Nxl
Ulcers or erosion larger than 1 mm N=3
Perforated ulcers Nxd

N number of stomach lesions.
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Results
Effect of isopulegol on gastric damage induced by ethanol

The effects of isopulegol on gastric damage induced by
absolute ethanol are shown in Fig. 2. Absolute ethanol
(0.2 ml/animal, p.o.) induced severe gastric mucosal
damage. lsopulegol decreased the ethanol-induced damage
at all doses tested but only at higher doses (100 and
200 mg/kg, p.o.); the results were statistically significant
and dose-related as compared to the centrol group
pretreated with vehicle (saline). Cyproheptadine (10 mg/
kg, i.p.), used as positive control, as expected, exhibited
significant gastroprotective effect [control (saline), [SO-
25, 180-50, ISO-100, 180-200, ISO-25+ethanol, 1S0-50
+ethanol, 1S0O-100+ethanol, 1SO-200+ethanol, CYP+
ethanol: F(10,87)=97.42; P<0.05]. Isopulegol alone in
all doses used in this work presented similar results to
those obtained by the administration of the vehicle alone.

Histopathological assessment

Histological data are reported in Fig. 3 and Table 2. Mice
treated only with isopulegol (100 and 200 mgkg, p.o..
Table 2, Fig. 3¢, d) displayed the same results when
compared to those treated only with vehicle (saline, p.o.:
Table 2, Fig. 3a). Severe lesions were observed after
ethanol administration characterized by edema, hemor-
rhagic damage, inflammatory infiltration, and epithelial

25

% Ulcerated Area

cell loss (Table 2 and Fig. 3b). Pretreatment with
isopulegol inhibited the ethanol-induced damage, with
the higher dose showing the best result (Table 2 and
Fig. 3e, f).

Effects of L-NAME on gastroprotection offered
by isopulegol

Figure 4 represents the results obtained with L-NAME
pretreatment on the gastroprotective effect of isopulegol. In
the control group pretreated with saline, absolute ethanol
produced gastric lesions in the stomach, which were
mereased by administration of L-NAME (10 mg/kg, i.p.).
Isopulegol at both tested doses (100 and 200 mgkg, p.o.)
was able o significantly reduce the lesions, while pretreat-
ment of animals with I-NAME was unable to revert the
gastroprotection promoted by isopulegol [Ceontrol (saline),
L-NAME+saline, saline+1SQ-100; saline+[S0-200,
L-NAME+ISO-100, L-NAME-+ISO-200: F(6,55)=107.3;
P<0.05].

Effect of isopulegol on GSH content of stomach and liver
tssues

The influence of the treatment with isopulegol and NAC
on GSH content of stomach (a) and Liver (b) tissues is
shown in Fig. 5. When compared to the normal controls
(without stressor agent), ethanol controls showed signifi-
cantly lower levels of GSH in their stomachs. Pretreatment

o S S
& & &

Absolute Ethanol

Fig. 2 Effect of reatment with sopulegol and cyproheptadine in mice
(n=8group) subjected or not o ethanol-mduced gasme ulceration.
Absolute ethanol (0.2 ml) was omlly administered to 15 h fasted mice.
Isopulegol (ISO-25, 50, 100, and 200 mg/kg, p.o.), cyproheptadine
(CYP, 10 mg'kg. 1.p.), or vehicle (0.9% saline, p.o.) were admmistered
to mice 60 min before the administration of ethanol. Further groups

were given different doses of 1sopulegol or vehide and were not
exposed to ethanol. The results are presented as mean+ SEM. *¥%p<
0.001, statisbically significant differences as compared with saline+
ethanol group, "p<0.001, significant differences vs ISO-100 group.
Analysis of vanance followed by Student-Newman-Keuls as the post
hoc test was used
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Fig. 3 Photomicrographs of gastnic mucosa (magnification x40 and
%100 for each group) of mice treated with vehicle (0.9%; saline, p.o.)
(a) or isopulegol (¢, d) dlone, showing nommal histological aspects. b
animials treated with ethanol, showmg intense inflammatory infiltra-
tion, edema, and moderate hemorhage and epithelial cell loss, e,

with isopulegol (100 and 200 mg/kg, p.o.) and NAC
(750 mg/kg. ip.) significantly restored the GSH content to
the levels seen in normmal controls. When administered
alone, isopulegol raised the levels of GSH when compared
to the normal controls [saline+ethanol, ISO-100+ethanol,
1S0O-200+ ethanol, NAC+ethanol, 180-100+saline, ISO-
200 +saline, F(6,68)=20.89, P<0.05] (Fig. 5a). Liver
GSH content was also decreased by ethanol administra-
tion, and the pretreatment with isopulegol at both doses
tested (100 and 200 mg/kg, p.o.) reversed this alteration.
Isopulegol when administrated alone (100 and 200 mg/kg,
p-o.} induced a significant increase on GSH content of
liver tissues, as compared to the controls without stress
[saline+ethanol, 1SO-100+ethanol, [S0-200+ethanol,
NAC +ethanol, [SO-100+saline, 1S0-200+saline, F
(6,60)=10.08, £<0.05].

€ Springer

Pretreatment with isopulegol (100 and 200 mg'kg, p.o., respectively)
before the admmistration of ethanol, showing preservation of gastric
mucosa, although edema areas are stll observed in mice pretreated
with isopulegol 100 mg'kg (¢). Quantitative results from these
assessments are shown i Table |

Effects of isopulegol on gastric lesions induced by ethanol
in indomethacin pretreated mice

Figure 6 shows the results obtained with indomethacin
pretreatment on the gastroprotective effect of isopulegol.
Ethanol-induced mucosal lesions were significantly at-
tenuated by isopulegol (100 and 200 mgkg, p.o.).
Pretreatment with indomethacin (10 mg/kg, p.o.) reduced
the gastric mucosal protective effect promoted by
isopulegol only at the dose of 100 mgkg. While in the
group pretreated with indomethacin alone, prior ulcer
induction showed an injury superior to that obtained by
ethanol control, although it was not statistically signifi-
cant [Control (Saline), SalinetISO-100, Saline+[SO-200,
Indo+ISO-100, Indo+1SO-200, Indo+Saline: F(6,59)=
28.33; P<0.05].
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Table 2 Effect of isopulegol aganst ethanol-induced microscopic damage in gastnc mucosa

Treatment Microscopical score

Edema (score

Hemomhagic damage

Inflammatory infiltration Epithelial cell loss (score

-4 (score 0-4) {score 0-3) 0-3)
Vehicle (saline, 10 mbkg) 0 0 0 ]
ISO (100 mgkg)+vehicle 0 0 0 0
IS0 (200 mg'kg) +vehicle 0 0 0 0
Vehicle+ethanol (0.2 mL) 124 3(1-4) 3(2-3) 2 (1-2)
IS0 (100 mgkg)+ethanol 2{1-2) 001y L{o-1y* 0 (0-1)
(0.2 mL)
ISO (200 mg/kg)+Ethanol 1{0-1)* 0 (0-1)** 0 {0-1)%* 0 (0-1)
(0.2 mL)

Amnimals recerved omally vehicle (3% Tween 80 in 0.9% salme, 10 mLkg, p.o.) or isopulegol (ISO-100 and 200 mg/kg, p.o.) 60 min prior to
absolute ethanol (0.2 mL, p.o.) admmnistration. Groups were also treated with isopulegol (100 and 200 mg/kg, p.o.) followed by salme, p.o. The
histopathological alterations from glandular stomach were assessed according to the critena previously descnbed by Laine and Weinstein ( 1988):
I Oedema (score 0-4), 2 hemomhagic damage (score 0-4), 3 mflammatory infiltration (score 0-3), and 4 Epithelial cell loss (score 0-3). The
results are presented as medians, with minimum and maximal scores values shown in brackets. *p<0.05; **p <0.01, significant differences
compared with vehicle+ethanol group. Kruskal-Wallis nonparameme test, followed by Dunn’s multiple-companson post hoe analysis was used

Effects of isopulegol on ethanol-induced gastric mucosal
lesions in glibenclamide-pretreated mice

The effects of isopulegol on ethanol-induced lesions in
glibenclamide pretreated mice are shown in Fig. 7. Pre-
treatment with Kpp channel blocker, glibenclamide
(10 mg'kg, i.p.), significantly reduced the gastroprotection
produced by isopulegol at 100 mgkg, p.o., but not at
200 mg/kg dose. Mice pretreated with glibenclamide alone
showed gastric damage similar to that presented by the
ethanol control animals [control (saline), saline+ISO-100,
saline+1S0-200, Glib+ISO-100, Glib+1S0-200, Glib+sa-
line: F(6,59)=84.16; F<0.05].

% Ulcerated Area
[~
=

Indomethacin-induced gastric mucosal lesions

In this model, indomethacin (20 mg'kg, p.o.) pretreatment
was able to induce severe gastric mucosal damage (Table 3).
Isopulegol decreased the indomethacin-induced damage at
all doses tested, but only at the higher doses (100 and 200
mg/kg, p.o.) results were statistically significant, as com-
pared to the control group pretreated with vehicle (saline).
Ranitidine (20 mg/kg, i.p.), included in the present study as
a positive control drug, as expected. protected against
gastric lesions [saline+Indo, 1SO-25+Indo, 1SO-50+ Indo,
ISO-100+Indo, ISO-200+Indo. ranitidine+Indo: Kruskal—
Wallis (6.55)=44.38; P<0.05].

104
. I
0 ; i B N
Saline Contrel Saline+  Saline+ L-MAME+ L-NAME+ L-NAME +
(Saline} IsO-100  ISO-200 1SO-100  1S0O-200 Saline

Absolute Ethanol

Fig. 4 Effect of mifric oxide synthase mhibition by L-NAME on the
gastroprotection of isopulegol in mice (n=8/group) subjected to
ethanolmduced gastnc ulcemation. L-NAME (10 mg'kg. ip.) or
vehicle (0.9% saline, p.o.) were ip. injected 15 min before the
administration of isopulegol (IS0-100 and 200 mgka. p.o.) or vehicle
in each group. Sixty minutes after, the gastric mucosal lesions were

induced with ethanol (0.2 mL, p.o). One further group received
vehicle and was not exposed to ethanol. The results are presented as
mean=SEM. ***p<0,001, statistically significant differences as
compared with saline+ethanol group. ANOVA followed by Student
Newman-Keuls as the post hoc test was used
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Fig. 5 Effect of isopulegol and N-acetyl-lcysteine (NAC) on non-
protein sulfhydryl (GSH) content of gastric (a) and liver (b) tissues in
mice {n=§-12group). [sopulegol (ISO-100 and 200 mg/ke, p.o) or
vehicle vehicle (0.9% saline, p.o.) were administered to mice | h
before administration of vehicle or absohute ethanol (0.2 mL, p.o.) in
each group. Positive control received NAC (750 mg'kg, i.p.) before
the ethanol. Sixty minutes after, the gasmic mucosal lesions were
induced with ethanol (0.2 mL, p.o.). One addifonal group received

Discussion

Some terpenes present in plant-derived essential oils have
been shown to have inhibitory activity on ulceration
induced by different agents. In this way, the present study
aimed to investigate whether isopulegol, a monoterpene
present in essential oils of several aromatic plants, would be
able to promote any gastroprotective effect and verify the
possible mechanisms involved in this action. The present
study demonstrates for the first time the antiulcer activity of
isopulegol in mice.

Several mechanisms have been thought to be involved in
the gastric ulcer production; hence, it is not possible to
propose a single mechamism for antiulcer effects of a
particular drug. Thus, in order to assess the gastroprotective
activity of compounds and the mechanisms of action
involved in such action, different assays using laboratory
animals have been reported (Robert et al. 1979; Bhargava et
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vehicle and was not exposed to stressor agent. The results are
presented as meant SEM. a “p<0.01, significant difference related to
control (saling) group, h,!N{J.l'.ll_ significant difference vs cthanol
group and “p<0.001 vs contol (salme), b *p<0.01, significant
difference vs control (saline), "p<0.01, significant difference vs
ethanol group and “p<0.05 significant difference vs control (saline).
ANOVA followed by Smudent Newman-Keuls as the post hoco test
wis used

al. 1973; Szabo et al. 1985; Sedlak and Lindsay 1968).
Ethanol-induced gastric ulceration (EIGU) in rats and mice
is considered to be a reliable tool to study the pathogenesis
of acute gastric mucosal ulceration (Robert et al. 1979). In
this work, different doses of isopulegol (25, 50, 100, and
200 mg/kg) were tested in EIGU model for determining
possible effective doses required for causing antiulcer
effects. Our results showed that the animal’s pretreatment
with isopulegol decreased the gastnic damage induced by
ethanol at all doses tested, but only at the higher doses (100
and 200 mg/kg) that this parameter was significant and
dose-dependent. The present findings suggest that isopule-
gol probably acts as a direct cytoprotective agent.

The results obtained n histopathological analysis showed
that ethanol administration caused gastric mucosal injuries
characterized by hemorrhage, mucosal edema, epithelial cell
loss, and inflammatory cell infiltration, in accordance with
several studies previously described (Yu etal. 2004; Yeo et al.



230

Naunyn-Schmied Arch Pharmacol

25

% Ulcerated Area

Indo +
Saline

Saline +
150-200

Indo +
1S0-200

Indo +
ISO-100

Saline +
150-100

Saline Control

(Saline)

Absolute Ethanol

Fig. 6 Effects of pre-treatment with indomethacin on the pgastro-
protection of isopulegol in mice (n =8/group) subjected to cthanol-
induced gastric ulceration. Mice were pretreated with indomethacin
(10 mgkg, po) or vehicle (0.9% saline, p.o.) 2 h before the oral
administration of isopulegol (I30-100 and 200 mgkg, p.o.) or vehicle
in each group. Sixty minutes after, the gastnic lesions were indoced

2008; Zhao et al. 2009). The pretreatment with isopulegol
was able to inhibit such alterations (Fig. 3 and Table 2).
Thus, statistical analysis performed on macro- and micro-
scopic scores revealed an excellent correlation, confirming
the effectiveness of the macroscopic evaluation. Taking
together, these results indicate a significant protective effect
from isopulegol against EIGU.

Although the mechamsmi(s) of EIGU is not fully under-
stood, it is well documented in the literature that the
pathogenesis of ethanol-induced lesions in animals is mult-
factorial, involving superficial aggressive cellular necrosis as

35 q
30 4
25 1
20

15

% Ulcerated Area

Saline +
1S0-100

Saline Control

(Saline)

Saline +
1S0-200

with absolute ethanol (0.2 mL, p.o). One further group received
vehicle and was not exposed to ethanol. The results are presented as
mean+SEM. ***p<0.001, significant difference compared with saline
+ethanol group; #p<005 vs IS0-100 group. ANOVA followed by
Student-Newman-Keuls as the post hoe test was used

well as the release of tissue-derved mediators, acting on
gastric microvasculature, triggering a series of events that lead
to mucosal and possibly submucosal tissue damage (Szabo et
al. 1985; Trier et al. 1987). Several studies have suggested
that vasodilatation is important in the maintenance of gastric
integrity because of the blood flow enhancement, also
preventing the activation of inflimmatory factors and
removing irritants {Wallace and Granger 1996). In this way,
NO, a potent vasodilator agent produced via activity of NO
synthase (NOS), is thought to be a regulator of gastric
mucosal haemodynamic in the resting condition and ako

Glib +
1S0-100

Glib +
1S0-200

Glib +
Saline

Fig. 7 Effects of pre-reatment with glibenclamide on the gastro-
protection of isopulegol in mice (n==8/group) subjected to ethanol-
induced gastric ulceration. Glibenclamide (GLIB, 10mgkg, 1.p.) or
vehiclke (0.9% salme, p.o.) were mjected 15 min before the oral
admmistration of isopulegol (IS0-100 and 200 mgkg, p.o.) or vehicle
in each group. One group received vehicle and was not exposed to

Absolute Ethanol

stressor agent. Sixty minutes after, the gastric mucosal lesions were
induced with absohute ethanol (0.2 mL, p.o.). The results are presented
as mean+=3EM. **p<0.001, significant difference compared with
saline+ethanol group; "p<0.001 as compared to saline+I150-100
group. ANOVA followed by Student-Newman-Keuls as the post hoc
test was used
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Table 3 Effect of treatment with isopulegol and ranitidine in mice subjected to indometacin-induced gastric uleeration

Groups and doses (n=8&group)

Gastric lesion scores

Vehicle (saline, 10 mlkg)

Vehicle (saline, 10 mlkg)+mdomethacin (20 mg/'kg)
ISO (25 mgkg)+mdomethacin (20 mgkg)

IS0 (50 mgkg)+ndomethacin (20 mg/kg)

ISO (100 mg'kg)+indomethacin (20 mg'kg)

IS0 (200 mgkg)+indomethacin (20 mg'kg)
Ramtidine (20 mgkg)+mdomethacin (20, mg/kg)

0

12 (9-13)
9(6-13)
8 (6-12)
5 (4-T*
3{1 Tye*
3 (2-Ty*=*

Amimals received orally vehicle (3% Tween 80 m 0.9% saline, 10 mlkg, p.o.), sopulegol (IS0, 25, 50, 100, and 200 mg'kg, p.o.), or ranitidine
(20 mg/kg. p.o.) 60 min prior to indomethacin (20 mg'kg. p.o.). while controls received vehicle alone. The degree of ulceration was graded
according to an arbitrary scale descnbed by Szabo et al (1985) (Table 2). The results are presented as medians, with mmimum and maximal
scores values shown in brackets. *p<0.05; **p<0.01, significant differences compared wath vehicle+mdomethacin group. Kruskal-Walhs
nonparametric test, followed by Dunn’s multiple-companson post hoc analysis was used

after ethanol use (Masuda et al. 1995), presenting thus a
significant role in the gastroprotection mechanism (Olinda et
al. 2008). NO appears to accelerate the gastric ulcer healing
maintaining the integrity of the gastric epithelium, regulating
the gastric mucosal blood flow, and stimulating the secretion
and synthesis of mucus (Li et al 2000). However, in the
present study, the pretreatment with L-NAME, a non-specific
inhibitor of NOS activity, was not able to abolish the
gastroprotection promoted by isopulegol against EIGU,
suggesting that its antiulcer effect is probably not mediated
by the NO pathway.

Several authors have pointed out that the mechanisms
underlying the gastroprotective activity of terpenes may
include the reinforcement of different defensive factors of
the gastric mucosa, besides the inhibition of the aggressive
factors such as gastric acid or pepsin secretion (Sanchez et
al. 2006; Rodriguez et al. 2005). It has been established that
oxidative stress is considered to be a common factor in the
pathogenesis of ulcers by different experimental and
clinical models (Mutoh et al. 1990; Demir et al. 2003). In
the EIGU animal model, some studies suggest that oxygen-
derived reactive species are associated with gastrointestinal
damage, and antioxidants agents prevent the lesions by
various agents. Ethanol appears to deplete the level of non-
protein SHs content, such as GSH, in stomach tssues
(Demir et al. 2003; Pongpiriyadacha et al. 2003). GSH is a
tripeptide, which acts as antioxidant and seems to be
important for the maintenance of the mucosal integrity in
the stomach (Pongpiriyadacha et al. 2003; Oliveira et al.
2004). Its biologic role is believed to be a defense against
dietary xenobiotics and lipid peroxidation, scavenging
reactive oxygen species either directly or enzymatically
via glutathione peroxidase. Therefore, depletion of gastric
mucosal GSH may result in the accumulation of free
radicals that can initiate membrane damage by lipid
peroxidation (Demir et al. 2003).

ﬂ Springer

In agreement with previous studies (Maity et al. 1998;
Oliveira et al. 2004), our results demonstrated that the
concentration of GSH m gastric mucosa was significantly
decreased after the administration of ethanol. Isopulegol
pretreatment reversed the decrease in GSH levels, similarly
to NAC, an amino acid essential in the formation of GSH,
suggesting an antioxidant property of isopulegol. In
addition, the antioxidant activity presented by isopulegol
is in accordance with previous results obtained by our
group (data not yet published), where isopulegol sigmifi-
cantly prevented PTZ-induced increase in lipid peroxida-
tion, maintained catalase activity in normal levels, and
prevented the PTZ-induced loss of GSH in the hippocam-
pus of mice. Interestingly, in the present work, when
isopulegol was administered alone, the GSH concentration
was significantly higher than that presented by animals
without siress. These results suggest that isopulegol
prevented the ethanol-induced decrease of GSH possibly
by inducing an increase in gastric GSH levels. In fact, it is
known that the main protection of the cells against
oxidative stress is related to the high intracellular levels of
GSH (Meister 1991), which comroborates our hypothesis.

It is also well documented that a large amount of GSH is
found in various normal digestive organs, especially in liver
and spleen (Sugai et al. 1968), and acute exposure to ethanol
also promotes a significant decrease in GSH levels in these
tissues (Kim et al. 2008). In order to investigate whether
isopulegol would be acting locally in the stomach or
systemically, we decided to quantify the hepatic GSH
content in mice pretreated with isopulegol and exposed or
not to ethanol. As expected, the treatment with absolute
ethanol resulted in a marked decrease of GSH in liver
homogenates, and pretreatment with isopulegol or NAC was
able to reverse this alteration. Owr findings are in accordance
with Speisky et al. (1985), which reported that a significant
decreased in the hepatic synthesis of GSH is an important
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mechanism for the decrease in GSH content induced by
ethanol. Interestingly, in a similar way as observed in gastric
mucosal, the liver GSH concentration was significantly
increased in mice treated only with isopulegol as compared
to normal animals not exposed to stressor agent. These
results corroborate our hypothesis that isopulegol itself could
be inducing an increase of GSH levels in the mdied tissues.
Thus, the results of GSH dosage in the liver and stomach
tissues suggest that the antioxidant properties of isopulegol
are probably systemic. Nevertheless, whether isopulegol
increases GSH levels preventing its depletion or inducing
its synthesis requires further investigation.

Previous studies also reported that endogenous prosta-
glandins are involved in the protective effect of different
natural or semi-synthetic terpenes (Matsuda et al. 2002;
Sdnchez et al. 2006). The gastric prostaglandins cytopro-
tective effect has been well established. since exogenous
prostaglandins have been found to be capable to protect
gastric mucosa against different necrotizing agents (Robert
et al. 1979; Kunikata et al. 2001). In the stomach mucosa.
the prostaglandins seem to stimulate the secretion of
bicarbonate and mucus, maintain the mucosal blood flow,
inhibit the acid secretion, as well as regulate the mucosal
cell tumover and repair (Ramsford 1978). In this way,
nonsteroidal anti-inflammatory drugs, such as aspirin and
indomethacin, are known to induce ulcers during the course
of anti-inflammatory therapy (Jaszewski et al. 1992). The
ulceration induced by both drugs is attributed mainly to the
inhibition of prostaglandin synthesis in the cyclooxygenase
pathway (Rainsford 1987). In order to investigate the role
of prostaglandins in the gastroprotection offered by iso-
pulegol, mice were pretreated with indomethacin, a non-
selective cyclooxygenase inhibitor, before they were sub-
mitted to EIGU. Our results showed that pretreatment with
indomethacin attenuated the protection afforded by iso-
pulegol 100 mg/kg against EIGU. The absence of effects
seen with the 200 mg/kg dose of isopulegol is probably
related to the dose of indomethacin used, which was not
sufficient to overcome the effect of isopulegol 200 mg/kg.
The results obtained in this experiment suggest that
prostaglandins possibly participate, at least in part, in the
gastroprotective effect of isopulegol.

In addition, it has been shown that prostaglandin-
mediated gastroprotection involves the opening of Kapp
chanmnels, which are a class of ligand-gated proteins that
seems to be involved with a wvariety of physiologic
functions of the stomach, such as gastric blood flow
regulation, acid secretion, and stomach contractility (Garcia
et al. 1997). In fact, Peskar et al. (2002) demonstrated that
endogenous prostaglandins act as activators of Kagp
channels, and this mechanism, at least in part, mediates
gastroprotection. Recent studies have also suggested the
participation of K 4re channels in indomethacin- (Gomes et

al. 2006) and ethanol-induced (Medeiros et al. 2008) ulcer
models, in which prostaglandins were shown as probable
activators of these channels. In this way, our results showed
that the gastroprotection mechanism of isopulegol was
K srp-channel-dependent, since its gastroprotective effects
were reverted by pretreatment with glibenclamide, a potent
antagonist of these channels. We can then suggest the
participation of Krp channels in the gastroprotective
effects of isopulegol, in which prostaglandins could be
mvolved in the activation of these channels.

In the indomethacin-induced ulcer model, pretreatment
with isopulegol at higher doses also promoted a dose-
dependent protection against gastric damage, similarly to
ranitidine. Considering that indomethacin-induced ulcer-
ations are attributed mainly to the inhibition of prostaglan-
din synthesis, these results corroborate the findings above
mentioned and strongly suggest the involvement of prosta-
glandins m the gastroprotection offered by isopulegol.

In a previous study conducted by our group (Silva et al
2007), we have reported anxiolytic- and depressant-like
pharmacological activities from isopulegol at doses of 25 and
50 mg/kg. In the present study, higher doses of isopulegol
were needed to significantly protect the gastric mucosa
against ethanol- and indomethacin-induced damage. The
acute oral toxicity of isopulegol was already evaluated in rats
(revised in Bhatia et al. 2008). The results obtained and the
LDsy value {~1,030£100 mg/kg) represent a relative low
toxicity for isopulegol, which was particularly related to the
possible central nervous system depressor properties of this
substance. Despite that the monoterpenes are often consid-
ered to have low toxicity (De Sousa et al. 2007a; Sun 2007),
we assume that additional studies are recommended to
further determine the safety of isopulegol.

In summary, the results of the present study demonstrate
that isopulegol presented significant gastroprotective effects
in both ethanol- and indomethacin-induced gastric ulcer
models, which appear to be mediated, at least in part, by
endogenous prostaglandins, Kapp channel opening, and
antioxidant proprieties. These findings indicate that iso-
pulegol could be a new useful natural gastroprotective tool.
However, further studies are required in order to evaluate
the exact mechanism involved in such action as well as to
better investigate the safety profile of isopulegol use.
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The present study investigated the effects of isopulegol, a monoterpene alcohol, in PTZ-
induced convulsions and verified possible involved mechanisms. Saline, isopulegol or
diazepam were intraperitonealy injected 30min before PTZ. The latency for development of
convulsions and mortality, as well as the mortality protection percentage was recorded. For
investigating the involvement of GABAergic system, flumazenil was utilized. The activity of
antioxidantenzyme catalase as well as the levels of reduced glutathione and lipid peroxidation
were measured in brain hippocampus. Similarly to diazepam, isopulegol significandy
prolonged the latency for convulsions and mortality of mice. All animals were protected
against mortality at higher dose of isopulegal. Flumazenil pretreatment decreased the
prolongation of seizure latency induced by both diazepam and isopulegol, although it was not
able to reverse the latency and protection percent for mortality. Isopulegol also significantly
prevented PTZ-induced increase in lipid peroxidation, preserved catalase activity in normal
levels, and prevented the PTZ-induced loss of GSH in hippocampus of mice. These results
suggest that the anticonvulsant and bioprotective effects of isopulegol against PTZ-induced
convulsions are possibly related to positive modulation of benzodiazepine-sensitive GABA,
receptors and to antioxidant properties.

Keywords;
Monoterpenes
Anticonvalsant activity
Pentylenetetrazol model
Antioxidant effects
Essential oils

© 2009 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction exhibit a variety of biological properties, such as analgesic [4],

spasmolytic [6] and anticonvulsant [3] activities. Monoter-

In the last years, an increasing number of studies have
demonstrated that natural products from folk remedies have
contributed significantly in the discovery of modem drugs
worldwide. In Brazil, information from ethnic groups on
indigenous traditional medicine has played a vital role in the
discovery of novel products from plants as chemotherapeutic
agents, which have resulted in a significant body of publica-
tions in this area [1-5].

Essential oils are concentrated volatile aromatic com-
pounds produced by aromatic plants that have been found to

* Corresponding author. Tel: +55 85 3366 8337; fax: 455 853366 8333
E-mail oddress; cleaflorenco@yahoo.com.br (ECF de Sousa),

0367-326X/5 - see front matier © 2009 Elsevier BV, All nghts reserved.
doi: 101016/ | fitote 2009.06.011

penes are the primary components of these essential oils and
the effects of many medicinal herbs have been attributed to
them [7-10]. Isopulegol (p-menth-8-en-3-0l) (Fig. 1A) is a
monoterpene alcohol of p-menthane family, intermediate in
the preparation of (—)-menthol [11] (Fig. 1B), and it is
present in the essential oils of various plants species, such as
Eucalyptus citriodora Hook [12] and Zanthoxylum schinifolium
[13]. Isopulegol has been used in the manufacture of
fragrances with blossom compositions [14], however, reports
with reference to its therapeutic effects, as described in the
present work, are scarce in literature,

Epilepsy is one of the most common serious neurological
conditions, affecting more than 50 million people worldwide
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Fig. 1. Structures of isopulegol (A) and menthol (B).

[15]. The current clinically available antiepileptic drugs are
associated with a variety of side-effects and chronic toxicity
[16]. In this regard, great efforts have been made in search of
new antiepileptic drugs with enhanced efficacy and minimal
side-effects, including studies of active constituents obtained
from medicinal plants [1517].

Disturbances of the naturally existing balance between
the concentrations of inhibitory and excitatory neurotrans-
mitters in the central nervous system (CNS) are assumed to
be the main cause of convulsive episodes. Thus, a deficiency
in the y-aminobutyric acid (GABA) concentration may result
in many pathological changes in the CNS that can be further
implicated in epilepsy. In this context, pentylenetetrazole
(PTZ), a selective blocker of GABA transmission, is the most
commonly used convulsant chemical agent in animal models
to screen drugs for their potential anticonvulsant properties
[18-20].

Currently, several monoterpenes, in general, volatile
terpenoids, have been reported to have neuroactive proper-
ties. Their actions in experimental animal models have been
mainly linked to protection against anxiety [21], insomnia [8]
and seizures [5,17]. Such disorders are considered likely to
involve GABA, receptors [22], which are the predominant
ionotropic receptors for fast inhibitory neurotransmission in
the mammalian central nervous system (CNS) [23]. Therefore,
stimulation of GABA, receptors by GABA or added positive
modulators (such as benzodiazepines and barbiturates)
produces anxiolysis, sedation, anaesthesia, myorelaxation
and anticonvulsant actions [24], effects similar to that evoked
by several monoterpenes [725].

Thus, the blockade of the convulsions chemically induced
by PTZ, in rodents, is a characteristic of drugs with depressant
effects on the CNS [17], presumably by increasing the
inhibitory effects of GABA. Currently, a considerable number
of moterpenoids are of interest for their actions as positive
modulators of GABA, receptors. For instance, menthol and
structural analogs, including isopulegol and isomenthol, were
described as potent positive modulators of these receptors
[26]. Corroborating these data, in recent works, our group [21]
and collaborators [27] showed that isopulegol presented
anxiolitic- and depressant-like pharmacological actions on
the CNS in mice. Such effects were reversed by Flumazenil, a
recognized competitive antagonist at the central benzodia-

zepine receptors, suggesting a benzodiazepine-like modula-
tion from isopulegol. These data led us to verify in the present
study whether isopulegol would be able to exert any
protector effect in PTZ-induced convulsions in mice.

A growing body of evidence has also suggested that reactive
oxyzen species {ROS) generation may underlie the convulsant
and neurotoxic effects of PTZ [28,20]. In fact, several studies
have demonstrated an increase in reactive species formation in
CNS of animals exposed to PTZ-induced convulsions model, and
the treatment with antioxidants seems to attenuate convul-
sions and/or ROS-induced damage [18,19] In a recent study
conducted by our group [30], we detected an antioxidant action
from isopulegol in ethanol-induced ulcer model in mice. Taking
these data in account, in the present study, we aimed also to
evaluate whether the antioxidant properties from isopulegol
would be related to its possible anticonvulsant effect For that,
the activity of antioxidant enzyme catalase, as well as thelevels
of reduced glutathione (GSH) and lipid peroxidation were
measured in brain hippocampus of mice.

2. Materials and methods
2.1, Animals

Male Swiss mice (20-30g) were maintained in standard
cages, at a controlled temperature (23 41 °C) with a 12 h dark/
light cycle, and food and water ad libimim. All animals were
treated in accordance with the current law and the NIH Guide
for Care and Use of Laboratory Animals. The studies were
performed under the consent and surveillance of the Committee
of Ethics in Animal Research, Department of Physiology and
Pharmacology, Faculty of Medicine, Federal University of Ceara.

22, Diugs and dosage

Isopulegol was isolated of the technical grade isopulegol
(Dierberger-Brazil) by column chromatography. It was emul-
sified with 0.2% Tween 80 ( Sigma-USA), dissolved in distilled
water and intraperitoneally administered at doses of 100
(64.88 mM,/ kg) and 200 mg/kg (129.64 mM/ kg). Flumazenil
2.0 mg/ke (0.54 mM/ kg) (Unido Quimica/Brazil) and Diaze-
pam (DZP) 1 mg/kg (0.35 mM/kg) (Geigy), were intraper-
itoneally injected after being dissolved in distilled water.
Pentylenetetrazole (PTZ) 99 mg/kg (71.65 mM/kg) (Unido
Quimica/Brazil) was dissolved in distilled water and sub-
cutanepusly administered. Controls received wehicle at the
same volume (10 ml/keg) and through the same route as the
other treated groups.

2.3. Pentylenetetrazole-induced convulsions

Mice were divided into four groups of 8-10 animals each
and treated as follows. The control group received vehicle
(saline 0.9% in 3% of Tween 80, i.p.) and the second group was
treated with DZP 1 mg/kg (0.35 mM/kg), ip.. After a pilot
test, we identified the more effective doses of isopulegol in
this model. So, the two remaining groups were injected with
isopulegol at doses of 100 ({64.88 mM/kg) or 200 mg/kg
(129.64 mM/kg), i.p.. After 30 min, convulsions were induced
inall groups by PTZat 99 mg/kg (71.65 mM/kg), s.c., being its
CD97 value, ie. the dose of PTZ necessary to evoke clonic
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seizures in 97% of animals tested [20]. Mice were further
observed during 20 min. The latencies to the first clonic
seizures, as well as to lethality were recorded. The protection
percentage against mortality was also calculated.

24. Effects of flumazenil on the anticonvulsant activity of
isopulegol

For this assay, six groups of 8-10 mice each were selected.
In the first group, mice were given flumazenil 2 mg/kg
(0.54 mM/kg), ip., 15min before the administration of
isopulegol 200 mg/kg (129.64 mM/keg}, i.p.. Thirty minutes
after treatment with isopulegol, this group received PTZ
99 mg/kg (71.65 mM/kg), sc. In the second group, the
animals received flumazenil 2 mg/kg (0.54 mM/kg), ip..
15 min before the administration of diazepam 1 mg/kg
(0.35mM/kg), ip., and 30min later they received PTZ
99 mg/kg (71.65 mM/kg), s.c. Three groups were injected
diazepam 1 mg/kg (035 mM/kg, ip.), flumazenil 2 mg/ kg
(0.54 mM/kg, i.p.), and vehicle (10 ml/kg, i.p.) 30 min before
the administration of PTZ 99 mg/kg (7165 mM/ kg, s.c.). The
anticonvulsant activity of isopulegol and diazepam in mice
pretreated or not with flumazenil was assessed and compared
with the control (vehicle) group [31,32].

2.5, Biochemical evaluation (enzymatic assays)

After PTZ-induced convulsions experiment, animals were
sacrificed by cervical dislocation, their brains were quickly
removed and the hippocampus was dissected for preparation
of homogenates 10% (w/v) in 0.05 M phosphate buffer, pH 7.4
or EDTA 0.02M (GSH measurements) for the enzymatic
assays. The protein concentration was measured according to
the method described by Lowry et al. [33].

2.51. Lipid peroxidation assay

Lipid peroxides formation was analyzed by measuring the
thiobarbituric-acidreacting substances (TBARS) in the homo-
genates, as previously described by Huong et al. [34]. Lipid
peroxidation was determined by the absorbance at 532 nm
and was expressed as pmol of malondialdehyde (MDA)/mg of
protein.

2.5.2. Catalase activity determination

Catalase activity was measured by the method that
employs hydrogen peroxide to generate H20 and 02 as
described by Maehly and Chance [35] The activity was
measured by the degree of this reaction. The reaction was
followed at 230 nm. Standard curve was established using
purified catalase (Sigma, MO, USA) under identical condi-
tions. All samples were diluted with 0.1 mmol/L phosphate
buffer {(pH 7.0) to provoke an inhibition of 50% diluent rate
(i.e., the uninhibited reaction) and results were expressed as
puM/min/pg protein,

2.5.3. Measuremenis of glutathione (GSH) levels

GSH levels were evaluated to estimate endogenous
defenses against oxidative stress. The method was based on
Ellman's reagent (DTNB) reaction with free thiol groups.
Production levels of GSH were determined in hippocampus
homogenates as described by Sedlak and Lindsay [36]. GSH

level was determined by the absorbance at 412 nm and was
expressed as ng of GSH/ g wet tissue.

2.6. Statistical analyses

Results are presented as mean + S.EM. Data were analyzed
by ANOVA followed by Student-Newman-Keuls's post hoc test
or by Fisher's exact test. Results were considered significant at
p=0.05.
3. Resulis

3.1. Effects of isopulegol on pentylenetetrazole-induced
convulsions

As illustrated in Fig. 2A, similar to diazepam, isopulegol

200 mg/kg (129.64 mM/ kg) caused a significant increase of
latency (s) for development of PTZ-induced convulsions, as
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Fig. 2. Effects of isopulegol 100 (64.88 mM/kg, ip.) and 200 mg/kg,
(12964 mM/ kg, i.p.) and diazepam 1 mg/kg (0.35 mM/kg, ip.) on FTZ-
induced seizure in mice. All groups received PTZ 99 mg/ kg (7165 mM/ kg s
.) 30 min after the treatments. The latency for development of convulsions is
shown in A and for mortality inB. The percentage of protection againstmortality
is shown in C Values represent the mean + S.E.M. One-way ANOVA followed by
Student-Newman-Keuls's as the post hoc and Fisher's exact test were used
**p<001, *"p<0001, as compared with control values; ###p=<0001, as
compared with 1S0-100 group.
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compared with control group treated only with vehicle
(control; 1442 4+ 20.1s; ISO-200: 9193490.7s; DZP-1:
8699412125, p<0.05). The increase of latency detected
with minor dose (100 mg/kg/64.88 mM/kg) was not statisti-
cally significant. Fig. 2B shows that isopulegol caused a dose-
dependent increase of latency for mortality (control: 5006 +
696 s, 1S0-100: 782.0 £ 1288 s, 1S0-200: 12000 +0.0 s; DZP-1:
12000 + 00 s; p<0.05). Interestingly, at the dose of 200mg/kg
(129.64 mM/kg), similar to diazepam, isopulegol gave 100%
protection against mortality, while at the dese of 100 mg/kg
(6488 mM /kg) there was a 12.5% protection (Fig. 2C).

32, Effects of flumazenil on the anticonvulsant activity of
isopulegol

The flumazenil 2 mg/kg (054 mM/kg) pretreatment
reversed the effects of both diazepam and isopulegol in
prolonging convulsion latency, as compared to the control
(vehicle} group (control: 139.1 181 2; [50-200: 959.4 +
86.5; FLU-2+150-200: 318.7+75.9; DZP-1: 9511.6+66.61;
FLU-2 + DZP-1: 186.3 +£44.5; p<0.05), as shown in Fig. 3A.
However, flumazenil was not able to reverse the latency and
protection percent for mortality in both isopulegol and
diazepam groups (Fig. 3B and C). Animals treated only with
flumazenil had shown no alteration on observed parameters,
as compared to control groups.

3.3. Lipid peroxidation assay

TBARS levels, the indicator of lipid peroxidation, were
significantly increased in the hippocampus of mice treated
only with PTZ 99 mg/kg (71.65 mM/kg), when compared with
the control group (vehicle) that had not received the stressor
agent (saline: 8.2 4+03; PTZ 9.9+0.3; p<005). However, the
pretreatment with 100 (64.88 mM/kg) and 200 mg/kg
(129.64 mM/kg) doses of isopulegol significantly prevented
the PTZ-induced increased TBARS levels (1SO-100+ PTZ: 8.0 +
0.4; 1S0-200 +PTZ: 8140.3; p<0.05). Animals treated only
with isopulegol, at both doses, presented no alteration in TBARS
levels (Fig. 4A).

3.4, Catalase activity determination

In the PTZ group, a significant decrease of the catalase
activity in hippocampus was observed as compared to the
control group (vehicle) (saline: 40.8 +3.2; PTZ: 2644-3.0;
p=0.05). Pretreatment with isopulegol 100 (64.88 mM/kg)
and 200 mg/kg (129.64 mM/kg) was able to keep catalase
activity to normal levels, similar to that observed in control
group (ISO-100 +PTZ: 411 +2.8; 1SO-200 + PTZ: 354+ 2.8;
p=0.05). The catalase activity on mice treated only with
isopulegol {at both doses) was not significantly different in
control values (Fig. 4B).

3.5. Measurements of glutathione (GSH) levels

Fig. 4C shows that the treatment of the mice with PTZ
resulted in decreased levels of GSH in hippocampus when
compared to the control group (saline: 390.04+18.1; PTZ:
264.2 £23.3; p<0.05). Interestingly, isopulegol pretreatment
not only significantly restored the GSH levels (at 100 mg/kg/

Latency o mortality (s)

Latency to mertality (5)

.3 588838%

% Mortaity protection ()

Fg. 3. Effects of lumazenil 2 mg/kg (0.54 mM/kg, i.p.) on the anticonvulsant
activity of isopulegol 200 mg/ kg (129.64 mM kg, i.p.) and diazepam 1 mg/kg
(0.35 mM/kg, ip.). All groups received PTZ 99 mg/kg (7165 mM/kg), sc.
Latency for development of convulsions is shown in A and for mortality inB. The
percenge of protection against mortality is shown in C Values represent the
mean + SEM, One-way ANCVA followed by Student-Newman-Keuls's as the
paost hoc and Fisher's exact test were used ““'p<0.001, as compared with
control values,

64.88 mM/kg dose) (ISO-100+ PTZ: 359.64+14.7; p<0.05)
but also promoted a significant increase of GSH in mice
pretreated with the higher dose of isopulegol (1SO-200 + PTZ:
537.2+57.5; p<0.05), as compared to control. GSH levels
were also increased in groups treated with isopulegol and not
exposed to stressor agent (1SO-100: 469.1446.7; 150-200:
535.2 +35.1; p<0.05), as compared to the saline group.

4. Discussion

Currently, several moterpenoids have been shown as
positive modulators of GABA, receptors, including menthol
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Fig. 4. Effects of isopulegol in lipid peroxidation level (A), activity of
antioxidant enzyme catalase {B) and levels of GSH (C) in brain hippocampus
of mice. Animals were treated or not with isopulegol 100 (64 88 mM /kg, Lp.)
and 200 mg/kg, (129.64 mM/kg, Lp.) and administered or not with PTZ
99 mg/ kg (7165 mM, kg, 5.c.), s.c. Values represent the mean 4 SEM, One-
way ANOVA followed by Student-Newman-Keuls's as the post hoc was used.
*p<005, *p=001 as compared to the control group (saline 0.9%). TBARS:
tichbarbituric-acid-reacting substances; MDA: malondialdehyde: GSH:
glutathione,

and related compounds such as isopulegol, isomenthol,
bormeol and others [7,22,2526]. Comoborating these data, in
recent works, our group [21] and collaborators [27] showed
that isopulegol presented anxiolytic- and depressant-like
pharmacological actions on CNS in mice. Considering that the
blockade of the PTZ-induced convulsions, in rodents, is a
characteristic frequently found in drugs with depressant
effects on CNS [37] the present study verified whether
isopulegol would be able to protect PTZ-induced convulsions
in mice, as well as investigated possible mechanisms involved
in this action.

Our present results showed that isopulegol significantly
prolonged the latency for development of PTZ-induced
convulsions (at higher dose) and death (at both doses) of
animals. Pretreatment with isopulegol promoted a dose

related protection against mortality and, interestingly, all
animals survived at the higher dose of isopulegol tested.
Similarly, in the group that received DZP the latencies
significantly were prolonged and absence of mortality was
also observed. These findings suggest that isopulegol presents
a possible anticonvulsant and bioprotective profile similar to
that seen with diazepam and several other monoterpenoids
[17.31,38].

The GABA, receptor mediates the majority of inhibitory
neurotransmission in the mammalian CNS and therefore it is
amajor focus in epilepsy research [39]. It is widely recognized
that PTZ leads to tonic clonic seizures by suppressing the
inhibitory effects of GABAergic transmission [40,41]. Similar
to several monoterpenes such as menthol, isomenthol [26],
bomeol [722] and thymol [42], isopulegol was recently
described as a positive allosteric modulator of GABA,
receptors [26]. Thus, in order to investigate whether the
anticonvulsant actions of isopulegol would be GABA-depen-
dent, especially on the classical benzodiazepine sites, fluma-
zenil, a benzodiazepine receptor (GABA,) antagonist, was
used. Our results showed that flumazenil pretreatment
decreased the prolongation of convulsant latency induced
by both diazepam and isopulegol, suggesting a possible
involvement of direct activation of benzodiazepine site of
GABA, receptor. These results are in agreement with the
previous study conducted by our group [21], in which we also
found that the anxiolytic- and depressor-like effects of
isopulegol were possibly related to benzodiazepine receptors
activation.

An increasing number of natural agents have been found
to modulate ionotropic GABA receptors independenty of
benzodiazepine sites, including the monoterpenes (+ )- and
(—)-borneol [7], thymol [43] and o 3-epoxy-carvone [17]. As
mentioned before in the present study, isopulegol (Fig, 1A) is
a structural analog of menthol (Fig. 1B) and both mono-
terpenes act as positive allosteric modulator of GABAa
receptors. In competition stud ies, the benzodiaze pine antago-
nist flumazenil had no effect on menthol actions, suggesting
that the effects from this terpenoid do not invelve classical
flumazenil-sensitive benzodiazepine sites. By contrast, the
possible depressant effects on CNS exhibited by isopulegol in
our previous [21] and in the present study seem be related to
flumazenil-sensitive benzodiazepine sites. In the similar way,
the depressant and anticonvulsant effects of other mono-
terpenes were also reversed by flumazenil, such as Epinepe-
talactone [38] and thymoquinone [31], suggesting a possible
common binding site or interaction between theses mono-
terpenoids and benzodiazepines on the receptor.

Previous studies showed a structure-activity relationship
for GABA receptor modulation by several monoterpenoids
[44]. By comparing the structures, menthol and isopulegol are
cyclohexanol-based analogs and differ only in a double bond
in aliphatic chain of isopulegol (Fig. 1A and B), however,
studies have evidenced different pharmacological effects from
these monoterpenes. When administered to rodents by
injection, menthol promoted ambulation [45], while its { —}-
enantiomer is endowed with analgesic properties [46]. In our
previous work [21] isopulegol exhibited a depressant effect in
the pentobarbital-induced sleep test, while our collaborators
[27] showed that (—)- menthol was ineffective in this test
Thus, variation in activities observed for both ( —)- menthol
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and isopulegol analogs suggests that structural differences
between these monoterpenocids may also be taking place at
the binding site on GABAa receptors, In fact, the therapeuti-
cally useful properties ofdifferent benzodiazepines may result
from actions on different GABA, receptor subtypes. For
instance, the a1-GABA,, subunit has been related to sedative
properties of benzodiazepines, while the a2-GABA4 subunitis
responsible for the anxiolytic properties [47]. In this context,
we will intend continue to investigate the precise nature of the
isopulegol-GABA, receptor interaction as an avenue of future
research.

On the other hand, our results in the present work showed
that flumazenil was not able to reverse the increased latency
for mortality and consequent death protection percent
induced by diazepam and isopulegol. These results agree
with those reported by Nassiri-Asl et al. [15]. The authors
found that the mortality protection offered by diazepam was
poorly reversed by flumazenil pretreatment, suggesting that
other mechanisms may to be involved specifically in
bioprotective action from both diazepam and isopulegol.

A growing body of evidence has suggested that ROS
generation may underlie the convulsant and neurotoxic effects
of PTZ [29,48]. Several plant derived products that exhibit direct
antioxidant activity are also being shown to have antic-
onvulsant activity [49]. Recently, our group detected antiox-
idant properties from isopulegol in ethanolinduced gastric
ulcer model in mice [30]. Inthe lightof these data, in the present
study, we also investigated whether the isopulegol antioxidant
actions would be involved in its anticonvulsant effect in PTZ
model, For that, the activity of antioxidant enzyme catalase, as
well as the levels of GSH and lipid peroxid ation were measured
in brain hippocampus of mice,

PTZ has been found to trigger the activation of membrane
phospholipases, proteases and nucleases, which cause degra-
dation of membrane phospholipids, proteolysis of cytoskele-
tone proteins, and protein phosphorylation [29,48]. In fact, in
accordance to these studies, the present work showed that
acute PTZ-induced seizures lead to an increase in lipid
peroxidation in hippocampus of mice. Pretreatment of animals
with both doses of isopulegol significantly prevented PTZ-
induced elevations in lipid peroxidation. It is also known that
convulsions followed by an increase in lipid peroxidation in
brain tissue might be diminished by substances with antiox-
idant properties [28]. Thus, our results suggest that, at least in
part, the isopulegol anticonvulsant and bioprotective activities
are probably also related to its antioxid ant effects against PTZ-
induced lipid peroxidation in hippocampus of mice,

Reactive oxygen species, such as superoxide, hydroxyl
radical, and hydrogen peroxide (H202), are normally pro-
duced in the brain. The conversion of H202 to H20 can be
made by catalase and glutathione peroxidase (that involves
the reduced glutathione, a cofactor of this enzyme). When
produced in excess, ROS can also cause enzyme inactivation
[50]. In fact, the current study showed that catalase activity in
the PTZ group was significantly lower than in the control
group, demonstrating an alteration in antioxidative brain
defenses after stressor agent administration. Isopulegol
pretreatment preserved catalase activity in normal levels.
These findings suggest that isopulegol could help the brain
cells to counteract the PTZ-induced ROS overproduction and
the oxidative damage.

GSH is an essential tripeptide and endogenous anti-
oxidant found in all animal cells. It reacts with the free
radicals and can protect from singlet oxygen, hydroxide
radicals, and superoxide radical damage [28]. Our results
showed that the treatment of the mice with PTZ resulted in
decreased levels of GSH in hippocampus. Interestingly,
isopulegol not only prevented the loss of PTZ-induced GSH,
but also promoted increased levels in groups without
stress, suggesting that isopulegol! could be possibly indu-
cing anincrease in GSH levels in hippocampus of mice.Ina
similar way, in previous studies conducted by our group
[30], we found that isopulegol in itself was able to induce
an increased GSH level also in hepatic and gastric tissues.
Nevertheless, whether isopulegol increases GSH levels
preventing depletion or inducing its synthesis requires
further investigation.

Thus, our results are in agreement with previous studies
that indicate increased oxidative stress during epileptic
seizures [29], but they contrast with assays that show
increased oxidative stress and decreased antioxidant defense
during anticonvulsant therapy [51,52].

In a previous study conducted by our group (Silva et al.
[21]), we have reported pharmacological activity from
isopulegol at doses of 25 (16.20mM/kg) and 50 mg/kg
(32.41 mM/kg). In the present study, higher doses of
isopulegol were needed for effective anticonvulsant and
bioprotective effects against PTZ-induced convulsions. The
acute oral toxicity of isopulegol was already evaluated in rats
[53]. The results obtained and the [Dsq (~10304 100 mg/kg)
value represent a relative low toxicity from isopulegol, which
was particularly related to their possible central nervous
systemn depressor proprieties. Despite the knowledge that
monoterpenes are often considered to have low toxicity
[5.54], we assume that additional studies are recommended
to further ascertain the safety of isopulegol use.

In summary, the results of the present study demonstrate
that isopulegol presents anticonvulsant and bioprotective
effects against PTZ-induced convulsions. Such actions are
possibly related to positive modulation of GABA, receptors
and to antioxidant properties. These findings indicate that
isopulegol could be a new useful natural neuroprotection and
anticonvulsant tool. However, further studies are required in
order to evaluate the exact mechanism involved in such
action, as well as to better investigate the safety profile from
isopulegol use.

Acknowledgments

This work was supported by the CNPg and CAPES.

References

[1] Sousa FCF, Melo CT, Monteiro AP, Lima VT, Gutierrez 5], Pereira BA,
Barbosa-Filho [M, Vasconcelos SM, Fonteles MF, Viana GS. Antianxiety
and antidepressant effects of riparin Ill from Aniba riparia {Nees) Mez
(Lauraceae) in mice. Pharmacol Biochem Behav 2004;78(1):27-33.

[2] Sousa FCF, Monteiro AP, Melo CT, Oliveira GR, Vasconcelos SMM, Franga
Fonteles MM, Gutierrez SMM, Barbosa-Filho [M, Viana GSB. Antianxiety
effects of riparin I from Aniba riparia (Nees) Mez (Lauraceae) in mice.
Phytother Res 2005;19(12 ):1005-8.

Please cite this article as: Silva MIG, et al, Effects of isopulegol on pentylenetetrazol-induced convulsions in mice: Possible
involvement of GABAergic system and antioxidant activity, Fitoterapia {2009}, doi:10.1016/].fitote 2009.06.011




241

MG, Silva et al. / Fitoterapio xcx (2009) xo-xo 7

|3] Sousa DP, Gongalves JCR, Quintans-janior L, Cruz [S, Araijo DAM,
Almeida RN. Study of anticonvulsant effect ofcitronellol, a moncterpene
aleohol, in rodents. Neurosci Lett 2006;401:231-5,

[4] Amaral JF, Silva MIG, Aquino Neto MR, Teixeira Meto PF, Moura BA, Melo
CTM, Aratjo FLO, Sousa DP, Vasconcelos PF, Vasconcelos SMM, Sousa
FCF. Antinociceptive effect of the monoterpene R-(+)-limonene in
mice, Biol Pharm Bull 2007:30(7):1217-20.

[5] De Sousa DP, Quintans JL, Almeida RN, Evaluation of the anticomvulsant
activity of alfa-terpineol. Pharm Biol 2007;45:69-70.

[6] Lis-Balchin M, Hart 5. Studies on the mode of action of the essential
oil of lavender (Lovandula angustifolic P. Miller). Phytother Res
1959;13:540-2.

|7] Granger RE, Campbell EL johnston GAR (+)}- and (—)-bormeol:
efficacious positive modulators of GABA action at human recombinant
oty ya GABA{A) receptors. Biochem Pharmacol 2005:69:1101-11,

[8] Buchbauver G, Jager W, Jirovetz L, Meyer F, Dietrich H. Effects of valerian
rootoil, borneol, isoborneol, bomyl acetate and isobornyl acetate on the
maotility of laboratory animals (mice) after inhalation. Pharmazie
199247 (8):620-2,

[9] Santos FA, Rao VSN, Antiinflammatory and antinociceptive effects of 1,
8-cineole a terpenoid oxide present in many plant essential oils.
Phytother Res 2000; 14:240-4,

[10] Gherlardini C, Galeotti M, Mazzanti G. Local amaesthetic activity of
monoterpenes and phenylpropanes of essential oils. Planta Med
2001:67:564-6.

[11] Serra S, Brenna E, Fuganti C, Maggioni F. Lipase-catalyzed resolution of
p-menthan-3-ols monoterpenes: preparation of the enantiomer-
enriched forms of menthol, isopulegol, trans- and cis-piperitol, and
cis-isopiperitencl. Tetrahedron: Asymmetry 2004;14:3313-9.

[12] Rao BRR, Kaul PN, Syamasundar KY, Ramesh 5. Comparative composi-
tion of decanted and recovered essential oils of Evcalyptus citriodora
Hook. Favor Frag | 2003;18:133-5.

[13] Paik SY, Kok KH, Beak SM, Paek SH, Kim JA. The essential oils from
Zanthoxylum schinifolium Pericarp induce apoptosis of HepG2 human
hepatoma cells through increased production of reactive oxygen
species, Biol Pharm Bull 2005;28(5):802-7.

[14] Chuah GK, Liu SH, Jaenicke S, Harrison L], Cyclisation of citronellal to
isopulegol catalysed by hydrous zirconia and other solid acids. | Catalasys
2001;200:352-9.

[15] Massiri-Asl M, Shariati-Rad S, Zamansoltani F. Anticonvulsant effects of
aerial parts of Possifloro incomato extract in mice: involvement of
benzodiazepine and opicid receptors, BMC Compl Alternative Med
2007:7:26.

|16] Samren EB, Van Duijn CM, Koch S, Hiilesma VK, Klepel H, Bardy AH,
Mannagetta GB, Deichl AW, Gaily E, Granstrom ML, Meinardi H, Crobbee
DE, Hofman A, Janz D, Lindhout D, Maternal use of antiepileptic drugs
and the risk of major congenital malfor malformations: ajoint European
prospective study of human teratogenesis associated with maternal
epilepsy. Epilepsia 1997:38(9):981-80.

|17] DeAlmeida RN, De Sousa DF, Nobrega FFF, ClaudinoFS, Araijo DAM, Leite R,
Matte R. Anticonvulsant effect of a natural compound o, [>epoxy-carvone
and its adtion on the nerve excitability, Meurosd Lett 2008;443:51-5.

[18] Pasoukis N, Zervoudakis G, Panagopoulos NT, Georgiou CD, Angelatou F,
Matokis MA. Thiol redox state (TRS) and oxidative stress in the mouse
hippo@mpus after pentylenetetrazol-induced epileptic seizure. Neurosci
Lett 2004 ;357:83-6.

[19] Oliveira MC, Furia AF, Roves LFF, Figueira MR, Myskiw JC, Fiorenza NG,
Melle CF. Ascorbute modulates pentylenetetrazol-induced convulsions
biphasically. Neuroscience 2004;128:721-8.

|20] Swiader MJ, Porébiak J, Swiader K, Wielosz M, Czuczwar 5. Influence of
cimetidine on the anticonvulsant activity of conventional antiepileptic
drugs against pentilenetetrazole-induced seizures in mice. Pharmacol
Rep 2006:58:131-4,

[21] Silva MIG, Aquino Meto MR, Teixeira Neto PF, Moura BA, Amaral JF, De
Sousa DF, Vasconcelos SMM, Sousa FCF. Central nervous system activity
ofacute ad ministration of isopulegol in mice. Pharmacol Biochem Behav
2007:88(2):141-7,

[22] Johnston GAR, Chebib M, Duke RK, Fermandez SF, Hanrahan JR, Hinton T,
Mewett KM, Herbal Products and GABA Receptors. Encyc Mewrosci
2009;4:1095-101,

[23] Bamard EA, Skolnick P, Olsen RW, Mohler H, Sieghart W, Biggio G
Braestrup C, Bateson AN, Langer 5Z. Subtypes of y-aminobutyric acidA
receptors: classification on the basis of subunit structure and receptor
function. Pharmacol Rev 1998;50:291-313.

[24] Chebib M, johnston GAR. GABA-activated ligand gated ion channels:
medicinal chemistry and moleqular biology. | Med Chem 2000;43:1477-47,

[25] Johnston GAR, Hanrahan JR, Chebib M, Duke RK, Mewett KN. Modulation
of ionotropic GABA receptors by natural products of plant origin, Adv
Pharmacol 2006:54:285-316.

[26] Watt EE, Betts BA, Kotey FO, Humbert D], Griffith TN, Kelly EW, Veneskey
KC, Gill M, Kowan KC Jenkins A, Hall AC Menthel shares general
anesthetic activity and sites of action on the GABAA receptor with the
intravenous agent, propofol. Eur | Pharmacel 2008;590:120-6,

[27] De Sousa DP, Raphael E, Brocksom U, Brocksom TJ. Sedative effect of
monoterpene alcohols in mice, a preliminary screening. Z Naturforsch
[C] 2007:62(7-8):563-6.

[28] Oliveira AA, Almeida JPC, Freitas RM, Nascimento VS, Aguiar LMV, Jimior

HVN, Fonseca FN, Viana GSB, Sousa FCF, Fonteles MMF. Effects of

levetiracetam in lipid peroxidation level, nitrite-nitrate formation and

antioxidant enzymatic activity in mice brain after pilocarpine-induced
seizures, Cell Mol Neurobiol 2006;27( 3 ):385-406,

Obay BD, Ezel Tas D, Tamer C Bilgin HM, Atmaca M. Dose dependent

effects of ghrelin on pentylenetetrazole induced oxidative stressin a rat

seizure model. Peptides 2008:29:448-55,

M.LG. Silva, BA. Moura, M.R. Aquino Neto, AR. Tomé, N.EM. Rocha, AMR

Carvalho, DS Macedo, S MM, Vasconcelos, D.P. de Sousa, G.5B. Viana, FCE

Sousa, Gastroprotective activity of isopulegol on experimentally induced

gastric lesions in mice: investigation of possible mechanisms of action,

Maumyn Schmiedebergs Arch. Pharmacol, doi: 101007 /500210-009 -0429-5,

[31] Hosseinzadeh H, Parvardeh S, Nassiri-Asl M, Mansouri MT. Intracer-
ebroventricular administration of thymogquinone, the major constituent
ofNigella sativa seeds, suppress epileptic seizures in rats Med Sci Monit
2005;:11{4): 106-10.

[32] Massiri-Asl M, Zamansoltani F, Shariati-Rad S. Possible role of GABAA-
benzodiazepine receptor in anticonvulsant effects of Pasipay in rats.
JCIM 2008:6( 11):1170-3.

[33] Lowry H, Rosebrough NJ, Farr AL, Randall R]. Protein measurements with
the folin phenol reagent. | Biol Chem 1951;193:265-75.

[34] Huong NT, Matsumoto K, Kasai R, Yamasaki K, Watanabe H. In vitro
antioxidant activity of Vietnamese ginseng saponin and its components.
Biol Pharm Bull 199821 :978-81.

[35] Maehly AC, Chance B. The assay catalases and peroxidases. Methods
Biochem Anal 1954;1:357-9,

[36] Sedlak J, Lindsay RH. Estimation of total protein bound and nonprotein
sulfiydril groups in tissues with Ellman reagents, Anal Biochem
1998;25:192-205.

[37] Anca JM, Lamela M, Calleja [M. Activity on the central nervous system of

Himmthalio elongate. Planta Med 1993:59:218-20.

Galati EM, Miceli N, Galluzzo M, Taviano MF, Tzakou O. Neuropharma-

cological effects of epinepetalactone from Nepeta sibtorpii, Behavioral

and anticonvulsant activity, Pharm Biol 2004 ;42(6):391-5,

[39] Groves JO, Guscott MR, Hallett DJ, Rosahl TW, Pike A, Davies A, Wafford
KA, Reynolds DS. The role of GABAA b2 subunit-containing receptors in
mediating the anticonvulsant and sedative effects of loreclezote. Eur
J Meurcsci 2006;24; 167-14,

[40] Fradley RL, Guscott MR, Bull 5, Hallett D), Goodacre SC, Wafford KA,
Garrett EM, Newman R, O'Meara GF, Whiting PJ, Rosahl TW, Dawson
CR, Reynolds DS, Atack JR Differential contribution of GABAA receptor
subtypes to the anticonvulsant efficacy of benzodiazepine site ligands. |
Psychopharm 2007;21({4 ):384-91,

[41] CrestaniF, Assandri R, Tauber M, Martin JR, Rudoiph U, Contribution of the ce-1-
GABAA receptor subtype o the pharmacological actions of benzodiazepine
site inverse agonists. Neuropharmamiogy 1993;43:679-84,

[42] Priestley OM, Williamson EM, Wafford K, Sattelle DB. Thymol, a
constituent of thyme essential oil, is a positive allosteric modulator of
human CABAA recepiors and a homooligomeric CABA receptor from
Drosophila melanogaoster. Br | Pharmacol 2003; 140:1363-72.

[43] Johnston GA. GABA(A) receptorchannel pharmacology. Curr Pharm Des
2005:11({15):1867-85.

[44] Hall AC, Turcottea CM, Bettsa BA, Yeunga WY, Agyemana AS, Burkb LA,
Modulation of human GABAA and glycine receptor currents by menthol
and related monoterpenoids. Eur | Pharmacol 2004;506:09-16

[45] Umezu T, Sakata A, Ito H. Ambulation-promoting effect of peppermint
oil and identification of its active constituents. Pharmacol Biochem
Behav 2001;69:383-90,

[46] Galeotti N, Mannelli LDC, Mazzanti G, Bartolini A, Ghelardini C
Menthol: a narural analgesic compound. Meurosc Lett 2002;322:145-8,

[47] McKernan RM, Rosahl TW, Reynolds DS, Sur C Wafford KA, Atack [R,
Farrar 5, Myers |, Cook G, Ferris P, Garrett L, Bristow L Sedative but not
anxiolytic properties of benzodiazepines are mediated by the GABAA
receptor alpha( 1) subtype. Nat Neurosci 20003 :587-92.

[48] Akbasa SH, Yeginb A, Ozbenc T Effect of pentyenetetrazol-induced
epileptic seizure on the antioxidant enzyme activities, glutathione and
lipid peroxidation levels in rat erythrocytes and liver tissues, Clin
Biochem 2005;38:1009-14.

[49] Hsieh 1, Tang NY, Chiang SY, Hsieh CT, Lin JG. Anticomwulsive and free radial
scavenging actions of two herbs, Unmrin rhynchaphyda (MIQ) Jack and Gos-
trodia eixtn BL, in kainic acid-treated rats. Life Sci 1999:65:2071-82,

29

[30

(38

Please cite this article as: Silva MIG, et al, Effects of isopulegol on pentylenetetrazol-induced convulsions in mice: Possible
invelvement of GABAergic system and antioxidant activity, Fitoterapia (2009), doi:10.1016/j.fitote.2009.06.011




242

8 MLG. Silva et al. / Fioterapia oo (2009) xxx-xx

[50] Sharma AB, Sun J, Howard LL, Williams Jr AG, Mallet RT. Oxidative stress [52] Ono H, Sakamoto A, Sakura M. Plasma total glutathione concentration in
reversibly inactivates myocardial enzymes during cardiac arrest. Am | epileptic patients taking anticomvulsants. Clin Chm Acta 2000:298:135-43.
Physinl Heart Gire Physiol 2007 :292(1):198-206. |53] Bhatia SP, McGinty D, Letizia CS, Api AM. Fragrance materal review on

[51] Bhattacharya SK, Ghosh P, Bose R Pentylenetetrazol induced clonic isopulegol. Food Chem Toxicol 2008;46:185-9,
convulsions in rat. Role of brain moncamines, Mater Med Pol 1978;10 |54] Sun J. p-limonene: safety and clinical applications. Altern Med Rev
(3):184-7 2007;12(3)259-63

Please cite this article as: Silva MIG, et al, Effects of isopulegol on pentylenetetrazol-induced convulsions in mice: Possible
involvement of GABAergic system and antioxidant activity, Fitoterapia (2009), doi:10.1016/ j fitote.2009.06.011




