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RESUMO  
 

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

 O isopulegol é um monoterpeno álcool presente no óleo essencial de diversas plantas 
aromáticas, e tem sido utilizado na manufatura de perfumes com composições florais. No 
presente estudo, inicialmente, foi realizado um screenig farmacológico de ação central para a 
investigação de possíveis alterações comportamentais induzidas pelo isopulegol. 
Camundongos Swiss machos foram tratados com isopulegol (25 e 50 mg/kg) ou veículo 
(salina a 0,9% em Tween 0,3%) 30 (i.p.) ou 60 min (v.o.) antes dos experimentos. Flumazenil 
foi utilizado 15 min antes dos tratamentos com o intuito de investigar a participação dos 
receptores GABAA/BZD nas ações do isopulegol. A concentração de monoaminas e seus 
metabólitos foi também verificada em corpo estriado após a administração aguda de 
isopulegol. Os resultados dos testes do LCE e hole board sugerem que o isopulegol apresenta 
provável efeito ansiolítico, o qual está relacionado, pelo menos em parte, à modulação 
positiva dos receptores GABAA/BZP. Esse efeito não foi acompanhado de ação sedativa em 
baixas doses, o que foi evidenciado pela ausência de diminuição de ALE no teste do campo 
aberto. Os parâmetros observados no teste do nado forçado, suspensão da cauda e tempo de 
sono induzido por pentobarbital sugerem que o isopulegol apresenta possível efeito depressor 
do SNC. Os efeitos centrais observados foram corroborados por uma redução na concentração 
de DA e NA, mas não 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.o.) ou  veículo antes de serem expostos ao modelo de convulsão induzida por PTZ (99 
mg/kg, s.c.). A participação dos receptores GABAA/BZD (utilizando a administração prévia 
de flumazenil), bem como se uma possível atividade antioxidante estaria envolvida nas ações 
anticonvulsivantes do isopulegol, foram também investigadas. O isopulegol (100 e 200 
mg/kg) apresentou significante atividade anticonvulsivante e bioprotetora contra convulsões 
induzidas pelo PTZ. Nessas doses, a administração de isopulegol induziu acentuado efeito 
sedativo (diminuição da ALE em campo aberto). A ação anticonvulsivante observada foi, 
possivelmente, relacionada à modulação dos receptores GABAA/BZP, uma vez que o pré-
tratamento com flumazenil reverteu o prolongamento da latência para as convulsões induzidas 
pelo isopulegol. Propriedades antioxidantes também foram relacionadas ao efeito 
anticonvulsivante, desde que o isopulegol preveniu a peroxidação lipídica, preservou a 
atividade da catalase e reverteu a redução do conteúdo de GSH induzida pelo PTZ. Com o 
objetivo de investigar o potencial gastroprotetor do isopulegol em modelo de úlcera gástrica 
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.o.) ou indometacina (20 mg/kg, v.o.). Uma análise 
histopatológica de amostras dos estômagos foi realizada, bem como possíveis mecanismos de 
ação foram também investigados. O isopulegol (100 e 200 mg/kg) apresentou significante 
efeito gastroprotetor em ambos os modelos de úlcera induzida por etanol e indometacina, ação 
esta corroborada pelo estudo histopatológico. Observou-se que o pré-tratamento dos animais 
com indometacina e glibenclamida reverteu a gastroproteção induzida pelo isopulegol. O 
conteúdo de GSH também foi preservado pela administração prévia do isopulegol. Esses 
resultados sugerem que o efeito gastroprotetor do isopulegol parece ser mediado, pelo menos 
em parte, pelas prostaglandinas endógenas, pela abertura dos canais de KATP e por 
propriedades antioxidantes referentes ao aumento do conteúdo de GSH. 

Palavras-chave: Isopulegol. Ansiedade. Depressão Central. Convulsão. Gastroproteção.    
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ABSTRACT 
 

Evaluation of the central nervous system and gastroprotective effects of isopulegol in 
mice. Maria Izabel Gomes Silva. Supervisor: Profa. Dra. Francisca Cléa Florenço 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 
GABAA 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 GABAA. 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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PTB Pentobarbital sódico 

Proteína G  Guanina nucleotídeo 

PTZ Pentilenotetrazol 

SNC Sistema Nervoso Central 

SOD Superóxido dismutase 

TBA Ácido tiobarbitúrico 

TBARS Substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico 

TNF Teste do Nado forçado 

TGI Trato gastro intestinal 

TPBA Tempo de permanência nos braços abertos 

TPBF Tempo de permanência nos braços fechados 

v.o. Via oral 
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1 INTRODUÇÃO  

 
 

1.1 Plantas Medicinais  

 

 

A utilização de plantas medicinais como fonte de produtos terapêuticos acompanha a 

história da humanidade, nas mais diferentes sociedades. Registros antigos da medicina 

romana, egípcia, persa e hebraica mostram que as ervas eram utilizadas de forma extensiva 

para curar praticamente todas as doenças conhecidas pelo homem (SOARES, 2002; 

FRANCO; FONTANA, 2003). A medicina enquanto ciência só 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 então, as plantas continuaram a ocupar uma posição de destaque, onde a 

grande maioria dos medicamentos oficiais ainda era de origem vegetal (CORRÊA et al., 

2003).   

 

Foi a partir do século XIX, com a evolução da química, que a forma de utilização 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 indústria farmacêutica a substância ativa isolada, atingindo uma produção em 

escala industrial. Desde então, inúmeros são os exemplos de fármacos desenvolvidos, direta 

ou indiretamente a partir de plantas, incluindo o ácido acetilsalicílico (AAS), atropina, 

digitálicos, efedrina, mentol, alguns opiáceos, pilocarpina, quinina, reserpina, teofilina, 

vimblastina, vincristina, dentre outros (EVANS, 1996; CORRÊA et al., 2003). Nesse 

contexto, trinta por cento das novas substâncias químicas descobertas entre 1981 e 2005 

foram obtidas de produtos naturais. Outros vinte por cento dessas novas moléculas são 

produtos sintetizados mimetizando estruturas encontradas na natureza (NEWMAN et al., 

2003; BALUNAS; KINGHORN, 2005).  

 

Assim, a terapêutica moderna, composta por um grande número de medicamentos com 

ações específicas sobre receptores, enzimas e canais iônicos, não teria atingido o grau de 

desenvolvimento atual sem o auxílio dos produtos naturais, notadamente aqueles derivados 

das plantas superiores (CALIXTO, 2001). Devido a estes fatores, nos últimos anos, as plantas 

medicinais tornaram-se o grande alvo das indústrias farmacêuticas e institutos de pesquisa, 
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sobretudo, na busca de novas substâncias isoladas em substituição aos extratos vegetais. 

Nesse contexto, sendo o Brasil detentor da maior diversidade vegetal do mundo, o nosso país 

representa uma rica fonte de plantas medicinais, com potencial inesgotável para a descoberta 

e desenvolvimento de novos compostos terapêuticos (BRASIL, 2002; LORENZI; MATOS, 

2006).  

 

Por outro lado, até os dias atuais, no Brasil, especialmente na Região Nordeste, o uso 

de plantas medicinais e preparações caseiras continua assumindo importância fundamental no 

tratamento das patologias que afetam as populações de baixa renda, tendo em vista a 

deficiência da assistência médica, a influência da transmissão oral dos hábitos culturais e a 

disponibilidade da flora (MATOS, 1989). Assim, as plantas medicinais devem ser 

consideradas não apenas como matéria-prima para a descoberta de novas moléculas, mas 

também como um recurso natural potencialmente ativo na forma de fitoterápico 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 

fitofarmacêuticos não foram suficientemente estudados, a fim de se obter a confirmação 

necessária sobre eficácia, segurança e qualidade, padrões estes mensurados em bases 

científicas, com o intuito de garantir a segurança do usuário (PETROVICK, 1999).  

 

Com o objetivo de assegurar o acesso, o uso correto de plantas medicinais e 

fitoterápicos pela população, bem como a utilização sustentável da biodiversidade brasileira e 

o desenvolvimento da indústria nacional, foi aprovado no dia 22 de Junho de 2006 a Política 

Nacional de Plantas Medicinais pelo governo federal (BRASIL, 2006). Essa Política também 

visa consolidar as iniciativas de relevância no país e as recomendações nacionais e 

internacionais sobre o tema. A idéia é que se construa no Brasil uma rede de esforços para o 

desenvolvimento de medidas voltadas à melhoria da atenção à saúde, ao fortalecimento da 

agricultura familiar, à geração de emprego e renda, à inclusão social e ao desenvolvimento 

industrial e tecnológico de novos fármacos oriundos de plantas medicinais. 

 

 

 

 

 



21 
 

1.2 Óleos Essenciais  

 

 

A terapia com plantas aromáticas tem suas raízes nas mais antigas práticas curativas 

da humanidade. Dentre os agentes terapêuticos provenientes dessas plantas, destacam-se os 

óleos essenciais. Esses óleos, também conhecidos como essências ou óleos voláteis são 

misturas complexas de substâncias orgânicas oleosas e voláteis, responsáveis pelo aroma 

característico das plantas aromáticas, bem como por diversas funções necessárias à 

sobrevivência vegetal (LEAL-CARDOSO; FONTELES, 1999; SAIKA et al., 2000).  Muitos 

deles, inclusive, possuem propriedades ativas em sistemas biológicos. Pela utilização 

crescente nas indústrias de alimentos, cosméticos e farmacêutica, o cultivo de espécies 

aromáticas e a obtenção de óleos essenciais constituem importantes atividades de interesse 

científico e econômico (MAGALHÃES, 2002; TRASARTI et al., 2004; OLIVEIRA et al., 

2006). 

 

A importância econômica dos óleos essenciais provém de uma larga utilização na 

indústria, para os mais diversos fins, tais como aromatizantes, repelentes de insetos, em 

perfumaria, na composição de desinfetantes e cosméticos, na preparação de alimentos e 

licores (CRAVEIRO et al. 1977; ITOKAWA et al., 1981; VYVYAN, 2002). Além do seu 

vasto uso industrial, esses óleos têm sido aproveitados com fins terapêuticos em aromaterapia, 

para aplicação tópica através de massagens, banho de compressas, incensos ou mesmo 

administrado para uso interno (JUCÁ, 2007). Já na medicina popular, são utilizados na forma 

de chás e infusatos, como sedativos, estomáquicos, antiespasmódicos, antidiarréicos, 

antiparasitários, antimicrobianos, analgésicos, diuréticos e hipotensores, antimaláricos, anti-

hemorroidários, antisifilíticos, no tratamento de rinite alérgica, além de outras indicações 

(ITOKAWA et al., 1981; MENDONÇA et al., 1991; MAGALHÃES, 2002). 

 

Os óleos essenciais podem ser obtidos de flores, folhas, frutos, sementes, gramas, 

raízes, rizomas e caules das plantas (SANTOS, 1997; TISSERAND; BALACS, 1999). Os 

componentes presentes nesses óleos consistem em substâncias classificadas em diferentes 

grupos químicos como hidrocarbonetos, alcoóis, aldeídos, cetonas, fenóis, dentre outros 

(JUCÁ, 2007). Na mistura, tais compostos apresentam-se em diferentes concentrações, no 

entanto, normalmente, um deles é o composto majoritário, existindo outros em menores teores 

e alguns em baixíssimas quantidades (traços), por exemplo, o 1,8-cineol (ou eucaliptol) é o 



22 
 

principal composto do óleo de eucalipto, com teor em torno de 80%. Entretanto, esta 

substância está presente no óleo de bergamota numa concentração 40.000 vezes menor do que 

no óleo de eucalipto, ou seja, em torno de 0,02% (SIMÕES et al., 1999).  

 

Devido à sua complexa composição, os óleos essenciais demonstram uma variedade 

de ações farmacológicas cientificamente evidenciadas, tais como atividade anticonvulsivante 

(DE SOUSA et al., 2007a), ansiolítica (DE ALMEIDA et al., 2004) anti-inflamatória 

(SANTOS; RAO, 2000), analgésica (AMARAL et al., 2007), antimicrobiana (KUNICKA-

STYCZY�SKA et al., 2009); antioxidante (ADIGUZEL et al., 2009); anticâncer (EDRIS, 

2009), dentre muitas outras, tornando-os potenciais fontes para o desenvolvimento de novas 

drogas. 

 

 

1.3 Terpenos e Terpenóides 

 

 

Os terpenos representam uma das maiores e mais diversas classes de substâncias 

químicas de origem natural, com aproximadamente 55.000 membros isolados até hoje 

(MAIMONE; BARAN, 2007). São frequentemente encontrados em óleos essenciais, sendo 

responsáveis pelo aroma das plantas. A palavra terpeno tem origem no termo inglês terpene 

que por sua vez reflete o fato de os primeiros terpenos (alfa-pineno e cânfora) 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 oxigênio como alcoóis, aldeídos ou cetonas, são frequentemente designados 

terpenóides (HILL, 1993). 

 

Tradicionalmente, os terpenos são considerados como derivados de unidades do 2-

metil-butadieno, conhecido como isopreno [CH3C(CH2)CHCH2] (Figura 1), com 5 átomos 

de carbono (HILL, 1993). No entanto, verificou-se que o precursor dos terpenos era na 

verdade o ácido mevalônico, 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 divisão da estrutura dos terpenos em unidades de isopreno (regra do isopreno) 

permitiu classificar e estudar de uma maneira simples e didática tais compostos, e continua 



23 
 

sendo utilizada com freqüência. Assim, uma classificação racional dos terpenos (também 

chamados de isoprenóides) foi estabelecida, baseada no número de unidades de isoprenos 

(C5H8) incorporadas no esqueleto molecular básico (RUZICKA, 1953). Os monoterpenóides 

são compostos por duas unidades de isopreno (C10), os sesquiterpenóides por três (C15), os 

diterpenóides por quatro (C20), os triterpenóides compostos por seis (C30) e os 

tetraterpenóides, ou carotenóides, têm oito unidades de isopreno (C40) (ROBBERS, 1997).  

 

Os compostos terpênicos mais freqüentes nos óleos essenciais são os monoterpenos 

(cerca de 90 % dos óleos essenciais), os quais podem apresentar-se como acíclicos (mirceno e 

geraniol), monocíclicos (�-terpineol e terpinoleno) e bicíclicos (�-pineno e cânfora). Em cada 

um desses subgrupos, há ainda outras classificações: hidrocarbonetos insaturados como o 

limoneno, aldeídos ou cetonas como a mentona e carvona, alcoóis como o mentol e 

isopulegol, dentre outros (SIMÕES, 2001). O Quadro 1 apresenta de uma forma resumida as 

diferentes classes de terpenóides e A Figura 1 apresenta a estrutura do isopreno (1) e 

exemplos de terpenóides: monoterpenóides (2 e 3), sesquiterpenóide (4) e diterpenóide (5).  

 

Além de suas propriedades relativas a aromas e fragrâncias, alguns terpenóides vêm 

sendo reconhecidos por suas propriedades benéficas à saúde humana e animal. A esses 

compostos tem sido atribuída atividade antitumoral, eficiente atividade antioxidante, 

antimicrobiana, na prevenção de doenças 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 vários campos de estudo. 

Tendo em vista as múltiplas funções dos terpenóides na indústria cosmética e alimentícia, e as 

crescentes elucidações a respeito de suas atividades funcionais e biológicas (SCHRADER; 

BERGER, 2001), pesquisas relacionadas a estas substâncias continuarão a despertar crescente 

interesse da comunidade científica em todo o mundo.  
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Classe Unidades 
isoprenos 

Átomos 
de C 

Ocorrência Aplicação Exemplos 

Hemiterpenóide 1 5 Óleos, compostos 
voláteis 

… Isopreno 

Monoterpenóides 2 10 Óleos, pétalas Perfumes Cânfora, 
isopulegol 

Sesquiterpenóides 3 15 Óleos, resinas, 
pétalas 

Aromatizantes, 
perfumes 

Veticadenol 

Diterpenóides 4 20 Oleos, resinas Colas, vernizes Vitamina A, 
E, K 

Sesterpenóides 5 25 Óleos, resinas … Ofiobolina 

Triterpenóides 6 30 Resinas, Madeira, 
cortiça 

Produtos 
farmacêuticos, 

perfumaria 

Ambreína 

Carotenóides (ou 
tetraterpenóides) 

8 40 Folhas, raízes, 
pétalas 

Corantes 
alimentares 

� caroteno 

Quadro 1. Classes de Terpenóides 
Fonte: Adaptado de Araújo (2009)  
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Figura 1. Estrutura do isopreno (1), e exemplos de terpenóides: monoterpenóides (2 e 3), 
sesquiterpenóide (4) e diterpenóide (5).  
Fonte: Banthorpe et al. (1972); Serra et al. (2003); Siwko et al. (2007) 
 
 

 

1.4 Isopulegol 

 

 

Os monoterpenos 3-oxigenados da família do p-mentano são importantes compostos 

de origem natural. São largamente distribuídos na natureza e usados extensivamente em 

indústrias de sabores e perfumes, na indústria farmacêutica, de cosméticos, agrotóxicos e 

substâncias de arrefecimento. Todos os isômeros p-mentanos-3-oxigenados apresentados na 

Figura 2 (1-13) são intermediários na preparação do (−)-mentol. Muitos processos industriais 

de síntese, extração e transformação de terpenos estão relacionados a esta classe de terpenos 

devido ao alto valor comercial do (−)-mentol. Estes compostos são também usados como 

ponto de partida para a síntese de várias substâncias químicas com atividade biológica 

(SERRA et al., 2003). 
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Como observado na Figura 2 (5), o isopulegol (p-ment-8-en-3-ol; FM: C10H18O; PM: 

154.25; PE: 218º; DL50: ~1.030 ± 100 mg/kg) é um monoterpeno álcool, 3-oxigenado, da 

família do p-mentano (BHATIA et al., 2008). Está presente no óleo essencial de diversas 

espécies de plantas aromáticas, tais como Corymbia citriodora Hook (VERNIN et al., 2004), 

Eucalyptus citriodora Hook (RAO et al., 2003) e Zanthoxylum schinifolium (PAIK et al., 

2005). Devido às suas propriedades aromáticas, o isopulegol tem sido utilizado na manufatura 

de perfumes com composições florais. No entanto, o seu principal uso é como intermediário 

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

 

 

 
Figura 2. Principais compostos da família p-mentano.  
Fonte: Serra et al. (2003) 
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Normalmente, o isopulegol é obtido a partir do óleo essencial de citronela, do qual se 

isola o composto (+)-citronelal, um monoterpeno aldeído acíclico, e em seguida faz-se uma 

ciclização deste monoterpeno em meio ácido para gerar uma mistura de isopulegol. Como 

(+)-citronelal possui dois carbonos proquirais que se tornam centros de assimetria, da 

ciclização são formados quatro diferentes estereoisômeros do isopulegol: (-)-isopulegol, (+)-

neo-isopulegol, (+)-iso-isopulegol e (+)-neoiso-isopulegol, conforme demonstrado na Figura 

3. Como referido anteriormente, o isopulegol é um importante intermediário na produção de 

mentóis (C10H2OO), os quais apresentam cheiro característico de hortelã-pimenta (Mentha 

piperita L.). No entanto, apenas o isômero (–)-isopulegol é utilizado para a produção de (–)-

menthol, o único dentre os oito isômeros opticamente ativos do mentol que possui também 

característica organoléptica de refrescância, além de seu aroma mentolado característico 

(CHUAH et al., 2001).   

 

 

 
Figura 3. Ciclização do (+)-citronelal aos isômeros do isopulegol.  
Fonte: Chuah et al. (2001) 
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Atualmente, existem alguns estudos sobre os processos de obtenção e transformação 

química 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 

isopulegol apresentou possível efeito depressor em nível de SNC (DE SOUSA et al., 2007b; 

BHATIA et al., 2008). No entanto, trabalhos referentes às propriedades biológicas, 

farmacológicas e terapêuticas deste terpeno são escassos na literatura. Desta forma, o 

interesse do Laboratório 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 possíveis 

efeitos centrais do isopulegol, nos levou a investigar quais alterações comportamentais seriam 

induzidas pelo isopulegol em camundongos submetidos à modelos experimentais de 

screening farmacológico de ação central, sobretudo aqueles relacionados a ansiedade e 

depressão.  

 

Diversos estudos têm também abordado a aplicação terapêutica de monoterpenos 

contra alguns tipos de doenças degenerativas e vários tipos de cânceres (CROWELL, 1999; 

LU et al., 2004; RAVIZZA et al., 2008; LEBEDEVA et al., 2008), bem como têm 

evidenciado o potencial anticonvulsivante de terpenos em modelos animais de convulsão (DE 

ALMEIDA et al., 2008; ILHAN et al., 2005). Tais ações têm sido frequentemente atribuídas, 

em parte, às propriedades antioxidantes desses compostos, os quais estão 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 número de estudos tem evidenciado a ação gastroprotetora de 

diferentes terpenos, sejam eles constituintes de extratos vegetais ou substâncias isoladas dos 

mesmos.  O extrato obtido a partir das folhas e frutos de Sapindus saponaria L., rico em 

triterpenos pentacíclicos, apresentou atividade antiulcerogênica e antisecretória gástrica, 

diminuindo a concentração de ácido clorídrico e o pH gástrico (MEYER ALBIERO et al., 

2002). O monoterpeno 1,8-cineol demonstrou atividade gastroprotetora contra lesão induzida 

por etanol em ratos (SANTOS; RAO, 2001). Recentemente, o diterpeno ácido centipédico 

também demonstrou atividade gastroprotetora em modelo de úlcera 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 ação protetora em úlceras gástricas induzidas 

experimentalmente em camundongos e analisar possíveis mecanismos envolvidos nesta ação.   

 

 

1.5  Modelos Animais de Ansiedade e Depressão  

 

 

  A ansiedade foi descrita por Andrade e Gorenstein (1998) como um estado emocional 

com componentes psicológicos e fisiológicos, que fazem parte do espectro normal das 

experiências humanas, sendo propulsora do desempenho. Segundo Nardi (1998), a ansiedade 

permite ao indivíduo ficar atento a um perigo iminente e tomar as medidas necessárias para 

lidar com uma ameaça. Assim sendo, é uma emoção que nos protege do desconhecido. É algo 

que está presente no desenvolvimento humano normal, nas mudanças e nas experiências 

inéditas. No entanto, ela passa a ser considerada patológica quando é desproporcional à 

situação que a desencadeia, ou quando não existe um motivo aparente para a sua instalação, 

ou seja, quando os sintomas são freqüentes e interferem com o funcionamento normal do 

indivíduo. Neste caso, tem sido uma das causas mais comuns que levam os pacientes a 

procurarem auxílio médico ou psiquiátrico (ANDRADE; GORENSTEIN, 1998).  

 

Na clínica, a ansiedade é diagnosticada e avaliada principalmente pelo relato dos 

pacientes, indicando a natureza subjetiva dos transtornos de ansiedade, o que traz uma 

limitação aparentemente intransponível aos modelos animais de ansiedade. Entretanto, apesar 

desta limitação, o desenvolvimento dos modelos animais recebeu impulso importante pelo 

advento de novas drogas ansiolíticas e pela compreensão da neurobiologia da ansiedade 

(LACERDA, 2006). A descoberta do primeiro benzodiazepínico (clordiazepóxido), que 

apresentava grande eficácia em termos ansiolíticos, abriu uma nova área na pesquisa da 

ansiedade, pois, a partir de então, os modelos animais puderam ter uma melhor validação 

farmacológica. Estes modelos foram desenvolvidos com dois objetivos principais: 1) para se 

avaliar os efeitos ansiolíticos ou ansiogênicos de determinados compostos e, uma vez 

discriminadas suas propriedades, identificar seus mecanismos de ação; e 2) para o estudo da 

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

 

Em modelos comportamentais, os animais são comumente expostos a estímulos 

externos (p.ex. novos ambientes) ou internos (p.ex. substâncias ansiogênicas) capazes de 
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causar comportamentos defensivos que se traduzem por uma inibição comportamental e 

podem assumir a forma de imobilidade ou de supressão de uma resposta normal (PRUT, 

2003; JUNG et al., 2002). Assim, para que um teste comportamental seja validado como um 

modelo animal é necessário que ele permita quantificar as respostas produzidas por tais 

estímulos, interpretadas como análogas à ansiedade, e que são antagonizadas por ansiolíticos 

reconhecidos (RODGERS et al., 1997). Desta forma, um agente ansiolítico deve reduzir a 

ansiedade induzindo pouco ou nenhum efeito sobre as funções motoras ou mentais (OLSON, 

2002). 

 

Um dos modelos mais largamente utilizados na pesquisa da ansiedade em ratos e 

camundongos é o labirinto em cruz elevado (LCE). Em geral, os animais demonstram uma 

ocupação preferencial dos braços fechados, tanto no número de entradas quanto no tempo 

gasto nesses braços (LISTER, 1987). É considerado um modelo naturalista, já que simula uma 

situação próxima à encontrada no ambiente natural dos animais, sem requerer aprendizagem 

prévia nem submeter o animal a condições prévias ao teste, como privação, aprendizagem e 

outras. Por todas essas vantagens, é um teste amplamente utilizado no estudo da ansiedade. 

Estudos farmacológicos mostram que a administração de ansiolíticos clássicos (por exemplo, 

clordiazepóxido, diazepam ou fenobarbital) produz um aumento na exploração dos braços  

abertos (BECERRA, 2004). Efeitos desse tipo levaram Pellow e colaboradores (1985) a 

propor que o aumento na exploração dos braços abertos estaria relacionado a uma diminuição 

dos níveis de ansiedade do animal.  

 

Já a depressão consiste no mais comum dos distúrbios afetivos, sendo considerada 

uma das condições neuropsiquiátricas mais incapacitantes, com uma prevalência de 10-30 % 

em mulheres e 7-15 % em homens (NAIR; VAIDYA, 2006; TIERNEY, 2007). Os sintomas 

da depressão incluem componentes emocionais e biológicos. Dentre os componentes 

emocionais estão a apatia e o pessimismo, a baixa auto-estima, sentimentos de culpa, de 

inadaptação e feiúra, assim como a indecisão e a perda de motivação. Os sintomas biológicos 

incluem o retardo de pensamento e de ação, a perda da libido, distúrbio do sono e perda do 

apetite (RANG et al., 2008).  

 

Pesquisas pré-clínicas são essenciais para o desenvolvimento de novas terapias e para 

o estudo da neurobiologia dos transtornos mentais. Em modelos animais não há condição 

conhecida que corresponda à exata condição inata da depressão em seres humanos, no 
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entanto, tais modelos são um excelente método na identificação de novos antidepressivos, de 

seu mecanismo de ação e no estudo da neurobiologia da depressão. Vários procedimentos 

foram descritos, que produzem em animais estados comportamentais (retirada da interação 

social, perda de apetite, atividade motora reduzida, estresse, situações inescapáveis, entre 

outros), análogos à depressão humana (PORSOLT et al., 1978). 

 

Os modelos de depressão comumente utilizados são diversos e foram desenvolvidos 

baseados nas alterações comportamentais produzidas pelo estresse, drogas ou lesões em 

estruturas cerebrais (CRYAN et al., 2002). O teste do nado forçado (TNF), desenvolvido por 

Porsolt et al. (1977), tem sido um dos mais empregados para avaliar a atividade 

antidepressiva pré-clínica, devido a sua fácil utilização, grande reprodutibilidade entre os 

laboratórios e à habilidade de detectar um grande espectro de agentes antidepressivos 

(BORSINI; MELI, 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 

coordenação 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 clássicos modelos do 

LCE e TNF, frequentemente, tem sido recomendado a realização de experimentos adicionais, 

tais como os testes da placa perfurada (hole board) e suspensão da cauda, que terão sua 

utilidade em respaldar ou não os resultados obtidos nos testes do LCE e TNF, 

respectivamente.  

 

 

1.6 O sistema GABA/Benzodiazepínico e seu Envolvimento na Ansiedade  

 

 

O ácido �-aminobutírico (GABA), um aminoácido neutro, é o principal 

neurotransmissor inibitório do SNC de vertebrados. Está presente em 30-50% das sinapses 

cerebrais, modulando também o funcionamento de outros neurotransmissores 

(SOGHOMONIAN; CHESSELET, 2000). O GABA é armazenado dentro de vesículas de 
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onde é liberado, após estímulo específico, para a fenda sináptica. Na fenda, pode interagir 

com receptores ionotrópicos, GABAA, ou metabotrópicos, GABAB
. A interação com 

receptores GABAA resulta na abertura dos canais de cloro, e um aumento na concentração 

desses íons gera um potencial negativo, com conseqüente inibição do estímulo nervoso 

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

membrana pré-sináptica, regulam canais de K+ que quando ativados reduzem a condutância 

ao Ca++ e inibem a produção de AMPc, o que resulta na redução da liberação do 

neurotransmissor GABA (BOWERY, 2000).  Recentemente, foi proposto o receptor GABAC 

que se assemelha estreitamente ao receptor GABAA e exibe ações farmacológicas 

ligeiramente diferentes, embora sua importância funcional permaneça desconhecida (RANG 

et al., 2008). 

 

Os receptores GABAA merecem destaque por possuírem um papel central na 

regulação da excitabilidade cerebral, através de seus efeitos inibitórios. Várias drogas 

ansiolíticas usadas rotineiramente estão entre as classes de substâncias que modulam 

alostericamente os receptores GABAérgicos do tipo A, sendo os benzodiazepínicos a 

principal delas. Essas drogas se ligam de um modo específico em um sítio regulador do 

receptor, distinto do sítio ligante de GABA, e agem de modo alostérico, aumentando a 

afinidade do GABA pelo receptor, induzindo, com isso, uma potencialização da resposta 

GABAérgica. Desta forma, os benzodiazepínicos apresentam vários efeitos relacionados com 

o receptor GABAA, tais como a sedação e a indução do sono, a redução da ansiedade e da 

agressão, a redução do tônus muscular e da coordenação, efeito anticonvulsivante, além de 

amnésia anterógrada. Além dos benzodiazepínicos, muitas drogas importantes tais como os 

barbitúricos, neuroesteróides, etanol e alguns anticonvulsivantes e anestésicos gerais, 

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

 

Em níveis moleculares, o receptor GABAA consiste em um canal iônico acionado por 

ligante, apresentando estrutura heteropentamérica, ou seja, formado por cinco diferentes 

subunidades agrupadas (Figura 4). Até o momento, são conhecidas 18 subunidades 

geneticamente diferentes (�1-6, �1-4, �1-4, �, �, �1-2) que participam da composição do 

receptor GABAA, de modo que as características funcionais e farmacológicas do mesmo são 

determinadas pela composição de suas subunidades (RUSSEK, 1999; BRITO, 2005). Assim, 

diferentes efeitos benzodiazepínicos podem estar ligados a diferentes subtipos de receptores 
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GABAA, sugerindo a possibilidade de desenvolvimento de novas substâncias com efeitos 

mais seletivos do que os benzodiazepínicos existentes. 

 

Através do uso de modelos de pesquisa pré-clínica que induzem a ansiedade, foram 

obtidos muitos achados em relação às manifestações psicológicas e fisiológicas da ansiedade, 

no entanto, os mecanismos biológicos envolvidos na sua regulação não são completamente 

conhecidos. Como já referido anteriormente, o labirinto em cruz elevado (LCE) tem sido 

bastante utilizado para a pesquisa de agentes ansiolíticos como os benzodiazepínicos 

(PELLOW et al., 1985; RODGERS et al., 1997). Este modelo experimental é muito sensível 

para determinar a influência do receptor GABAA/Benzodiazepínico no processo de ansiedade, 

visto que outras drogas como a buspirona, que atua em receptores serotonérgicos, apresentam 

resultados muito variáveis em relação a este teste. De fato, um crescente número de estudos 

mostram que vários compostos, incluindo aqueles de origem natural como os monoterpenos 

(+)- e (-)-borneol (GRANGER et al., 2005), timol (JOHNSTON, 2005) e �,�-epoxi-carvona 

(DE ALMEIDA et al., 2008), são capazes de modular os receptores ionotrópicos 

GABAérgicos e são sensíveis ao modelo do LCE. Portanto, este teste consiste em uma 

relevante ferramenta para detectar compostos que tenham relação com o complexo receptor 

GABAA/Benzodiazepínico (RODGERS et al., 1997), como utilizado no presente estudo.  

 

 
Figura 4.  Recetor GABAA.  

Fonte: Mihic e Harris (1997) 
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Embora o GABA e mecanismos GABAérgicos estejam profundamente implicados no 

controle da ansiedade, diversas evidências sustentam a participação de outros 

neurotransmissores e neuromoduladores na ansiedade, incluindo as aminas biogênicas como a 

noradrenalina, serotonina e dopamina e alguns peptídeos.  

 

 

1.7  Envolvimento das Monoaminas na Ansiedade e Depressão  

 

 

1.7.1 Envolvimento das monoaminas na ansiedade  

 

 

Apesar dos grandes avanços sobre o entendimento do modo de ação de fármacos 

ansiolíticos, não se compreende ainda a totalidade de fenômenos fisiológicos envolvidos nas 

reações de defesa normais ou patológicas observadas em todas as espécies animais (GRAEFF, 

1994). Como referido anteriormente, os mecanismos GABAérgicos estão profundamente 

implicados no controle da ansiedade, entretanto, as aminas biogênicas como a noradrenalina, 

serotonina e dopamina também participam efetivamente deste evento.  

 

No SNC, o grupo mais importante de neurônios que sintetizam noradrenalina situa-se 

no locus ceruleus. As células do locus ceruleus, quando ativadas por estímulos estressantes, 

ameaçadores, produzem uma reação comportamental cardiovascular característica de medo. 

Acredita-se que o locus ceruleus funcione como um “sistema de alarme”, ou seja, exerce a 

função de atenção, monitorando continuamente o ambiente e preparando o organismo para 

situações de emergência. Desta forma, os transtornos de ansiedade apresentam evidências 

contundentes de uma anormalidade do sistema noradrenérgico (MARGIS et al., 2003). A 

exposição a vários tipos de estresse resulta em comportamento ansiogênico em testes animais 

que avaliam a ansiedade (HATA et al., 2001)  e, na resposta aguda à situação estressante, há 

um aumento importante de noradrenalina na fenda sináptica, resultando em um aumento da 

resposta sináptica evocada (MARGIS et al., 2003). Desta forma, a hiperatividade da 

noradrenalina ocasiona ansiedade e inquietação. Mas, por outro lado, os medicamentos 

capazes de aumentar a atividade noradrenérgica melhoram muito os quadros de depressão 

com apatia, desinteresse e lentidão psicomotora.   
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Alguns estudos demonstram que a via mesocorticolímbica é particularmente sensível 

aos estímulos relacionados ao medo e, portanto, eles têm sugerido uma associação entre 

situações estressantes e alterações na transmissão dopaminérgica. Triagens clínicas têm 

indicado que a buspirona, um agonista dos receptores 5-HT1A, é efetiva no tratamento da 

ansiedade, com eficácia e dosagens semelhantes ao diazepam. Entretanto, esta droga, cujo 

mecanismo de ação ainda não está completamente elucidado, não parece interagir diretamente 

com o sistema GABA/benzodiazepínicos, nem estimulando e nem inibindo este sistema. É 

largamente documentado na literatura que a buspirona não produz sedação e nem relaxamento 

muscular; não apresenta ação anticonvulsivante e nem potencializa as ações induzidas por 

depressores do SNC. Também não parece apresentar qualquer potencial de abuso ou 

dependência física (TAYLOR et al., 1982). A buspirona parece interagir com o sistema 

dopaminérgico com razoável potência 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 

mesolimbícos, o que levou à uma liberação de DA, a qual estimulou os receptores D1 e D2 

pós-sinápticos. Em altas doses, esta droga bloqueou os receptores D1 e D2 pós-sinápticos 

estriatais e mesolímbicos. Assim, considerando que a buspirona interage no sistema 

dopaminérgico e é frequentemente utilizada como ansiolítico, sugere-se fortemente que a 

dopamina também está implicada na etiologia e expressão da ansiedade. Desta forma, em uma 

situação de estresse, há evidências de que ocorre o aumento da liberação e metabolismo da 

dopamina em áreas cerebrais envolvidas na produção de respostas ao estresse, como o córtex 

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) é 

mantida pela apresentação de uma recompensa (água ou alimento), mas ao mesmo tempo 

suprimida pela aplicação de um estímulo nocivo, os ansiolíticos reduzem a supressão 

comportamental em uma larga faixa de doses, enquanto outros compostos psicotrópicos não 

afetam o comportamento punitivo. Neste sentido, observou-se que drogas ou lesões que 

diminuíam a atividade de neurônios contendo 5-HT reduzem o comportamento punido, ou 

seja, os animais têm menos medo. Por outro lado, tratamentos farmacológicos que aumentam 

a atividade destes neurônios tendem a acentuar a supressão das respostas punidas, ou seja, os 

animais apresentam mais medo. Assim, várias evidências foram obtidas sugerindo que a ação 

dos tranqüilizantes menores poderia envolver vias nervosas que utilizam a 5-HT como 

neurotransmissor. Desse modo, quando se verificou que os benzodiazepínicos diminuíam a 
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taxa de renovação de 5-HT no tronco cerebral do rato, aventou-se a hipótese de que a ação 

ansiolítica destes compostos era devida à redução da atividade serotoninérgica nas vias 

neurais ativadas pela punição (BRANDÃO, 2003).  

 

Por outro lado, acredita-se atualmente que a serotonina exerça um duplo papel na 

regulação do comportamento de defesa. O núcleo mediano (NMR) e o núcleo dorsal da rafe 

(NDR) são as principais fontes de inervação serotonérgica do cérebro. O NMR projeta suas 

fibras para o hipocampo, o qual está associado com processo emocional e cognitivo. Já o 

NDR projeta as fibras serotonérgicas para várias regiões do cérebro e está envolvido em uma 

variedade de funções fisiológicas, como, por exemplo, a regulação do humor e de funções 

motoras e sensoriais (ANDRADE et al., 2004). Os sinais de perigo estimulam o sistema de 

defesa através da amígdala e, ao mesmo tempo, ativam os neurônios serotoninérgicos do 

NDR, os quais, por vias nervosas diferentes, inervam tanto a amígdala quanto a matéria 

cinzenta periaquidural dorsal (MCPd). Quando os sinais de perigo tornam-se explícitos, mas 

encontram-se ainda à longa distância, a reação típica é a de imobilidade tensa (congelamento 

ou inibição comportamental defensiva), cujo substrato neural provavelmente seja a porção 

ventral da MCPd do mesencéfalo. Assim, aumentando a atividade serotoninérgica de 

estruturas límbicas do cérebro (como a amígdala) ocorreria um aumento dos índices 

comportamentais de ansiedade, enquanto uma diminuição serotoninérgica levaria a efeitos 

ansiolíticos (DOMBROWSKI, 2005). Porém, com um aumento de 5-HT na MCPd, as reações 

ativas de defesa seriam inibidas. As respostas mediadas pela serotonina teriam, portanto, um 

sentido adaptativo, já que para níveis de perigo potencial ou distal é conveniente que os 

comportamentos de luta e fuga sejam inibidos, possibilitando a adoção de estratégias mais 

adequadas, como exploração cautelosa e inibição comportamental. Poder-se-ia dizer, ainda, 

que a serotonina aumenta a ansiedade atuando na amígdala e contém o pânico agindo na 

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

 

 

1.7.2 Envolvimento das monoaminas na depressão   

 

 

Sob o ponto de vista neuroquímico, a teoria clássica para explicar a patogenia da 

depressão consiste na hipótese das monoaminas, que afirma que a depressão 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 (MANJI et al., 2001). Esta hipótese surgiu 

originalmente das associações entre os efeitos clínicos de vários fármacos que causam ou 

aliviam os sintomas da depressão e seus efeitos neuroquímicos conhecidos sobre a 

transmissão monoaminérgica no cérebro. Um exemplo disso foi a introdução da reserpina, no 

início da década de 50, quando se tornou evidente que a droga era capaz de induzir depressão 

em pacientes em tratamento da hipertensão e da esquizofrenia, bem como em indivíduos 

normais. Nos anos subseqüentes, os estudos farmacológicos revelaram que o principal 

mecanismo de ação da reserpina consistia em inibir o armazenamento de neurotransmissores 

amínicos, como a serotonina e a noradrenalina, nas vesículas das terminações nervosas pré-

sinápticas. A reserpina induzia depressão e provocava depleção dos neurotransmissores 

amínicos; por esse motivo foi deduzido que a depressão devia estar associada a uma 

diminuição da transmissão sináptica funcional amino-dependente (KATZUNG, 2006).  

 

Além da participação das monoaminas 5-HT e NA, foi sugerido que o 

neurotransmissor dopamina também participa da fisiopatogenia da depressão (BROWN et 

al., 1993; KAPUR; MANN, 1992). A dopamina está implicada na regulação do humor 

(BROWN et al., 1993) e foi mostrado que, em modelos animais de depressão, a concentração 

de dopamina extracelular no cérebro estava diminuída (ROSSETTI et al., 1993). Além disso, 

recentemente, tem sido considerado que a dopamina está envolvida com os efeitos 

antidepressivos de drogas (JOCA et al., 2000), pois a bupropiona, um inibidor seletivo da 

captação de dopamina, é clinicamente usado em humanos como um antidepressivo ou na 

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

 

A principal objeção da hipótese dopaminérgica da depressão é que clinicamente os 

antidepressivos efetivos inibem a captação de serotonina ou noradrenalina, mas não 

dopamina. Existe uma aparente contradição no mecanismo de ação desses antidepressivos, 

pois, apesar do bloqueio da captação de serotonina e noradrenalina ocorrer imediatamente 

após o tratamento agudo, o efeito clínico dos antidepressivos acontece apenas após duas ou 

quatro semanas de tratamento. Essa afirmativa pode fortalecer a hipótese dopaminérgica, pois 

estudos mostram que o tratamento crônico com todos os inibidores da captação de serotonina 

e noradrenalina potenciam a transmissão dopaminérgica no núcleo accumbens (SERRA et al. 

1992). 
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1.8 Convulsões 

 

 

Os episódios convulsivos afetam cerca de 1 - 2% da população mundial e podem 

ocorrer em todas as idades, sendo mais comuns em crianças do que em adultos. As 

convulsões se caracterizam por descargas anormais em um grupo de neurônios cerebrais, 

levando a uma alteração da atividade cerebral, caracterizada clinicamente por manifestações 

motoras, sensitivas, sensoriais, psíquicas ou neurodegenerativas. Podem ser tônicas 

(contrações mantidas durante algum tempo), clônicas (contrações intermitentes, onde os 

músculos são contraídos e relaxados de forma alternada) ou tônico-clônicas (LÖSCHER, 

1998).  

 

Fundamentalmente, as convulsões se dividem em dois grandes grupos: parciais e 

generalizadas. As crises parciais originam-se em um grupo pequeno de neurônios que 

constituem o foco da convulsão. Desta forma, a sintomatologia depende da localização do 

foco no cérebro. Tais crises podem ser do tipo parcial simples (sem alteração da consciência) 

ou parcial complexa (com alteração da consciência). Já as crises generalizadas envolvem os 

dois hemisférios do cérebro desde o seu início. As crises generalizadas podem consistir 

apenas de movimentos motores (mioclônicos, clônicos ou tônicos) ou uma abrupta perda do 

tônus (atonia). A crise generalizada mais comum é a tônico-clônica também chamada de 

grande mal (MELDRUM; CHAPMAN, 1999; WESTBROOK et al., 2000). Uma única 

convulsão generalizada pode ocorrer em um indivíduo normal, em reação ao estresse 

fisiológico, privação do sono, efeito do álcool ou drogas ou traumatismo craniocefálico. 

Processos infecciosos, tóxicos ou metabólicos podem originar convulsões recidivantes e 

limitadas, em indivíduos com um limiar reduzido, hereditário, sem síndrome epiléptica 

(QUINTANS-JÚNIOR et al., 2007) 

 

A epilepsia é uma desordem cerebral relativamente comum, que afeta cerca de 50 

milhões de pessoas no mundo todo (SCHEUER; PEDLEY, 1990). Este termo é usado a um 

grupo de condições crônicas cujas principais manifestações clínicas são a ocorrência de 

convulsões espontâneas e recorrentes (QUINTANS-JÚNIOR et al., 2002). Entre as possíveis 

causas da epilepsia estão lesões cerebrais decorrentes de traumatismos na cabeça, tumores, 

distúrbios cerebrais degenerativos, infecções (meningite, por exemplo), abuso de bebidas 

alcoólicas ou de drogas e complicações durante o parto. Porém, na maior parte dos casos, não 
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existe uma origem clara para o desenvolvimento das convulsões, ou seja, acredita-se que, 

nessas situações, elas sejam precipitadas por fatores genéticos (LÖSCHER, 1998; HOLMES, 

2005). Na ausência de um fator etiológico específico, na maioria dos casos a terapia se faz 

necessária 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 episódio convulsivo inicial contribui para o desenvolvimento da epilepsia, o 

tratamento após a primeira convulsão pode ser um fator de extrema importância para redução 

deste risco (FUCHS et al., 2004). 

 

Embora atualmente exista um vasto arsenal de drogas anticonvulsivantes utilizados na 

clínica, a farmacoresistência e um número considerável de reações adversas dificultam o 

tratamento, deixando uma parcela de cerca de 30% dos pacientes sem um tratamento 

adequado com tais fármacos (LÖSCHER; SCHMIDT, 2002; MELDRUM; ROGAWSKI, 

2007). Consequentemente, a decisão de iniciar uma terapia com anticonvulsivantes é tomada 

apenas quando os riscos de novas convulsões superam os riscos do tratamento (SIRVEN, 

2002). Desta forma, novos medicamentos antiepilépticos eficazes são necessários para 

melhorar a qualidade de vida de muitas pessoas acometidas pela epilepsia. Assim, a 

investigação de novas drogas anticonvulsivantes com baixa toxicidade, poucos efeitos 

colaterais e grande potencial terapêutico pode contribuir sobremaneira para o tratamento da 

epilepsia, melhorando a qualidade de vida e restabelecimento físico e mental dos portadores 

dessa doença em todo o mundo.  

 

 

1.8.1  Fisiopatogenia das convulsões  

 

 

Os neurotransmissores excitatórios e inibitórios (glutamato, aspartato, GABA e 

glicina) fazem a mediação de essencialmente toda comunicação neuronal rápida. Devido a 

suas altas concentrações e larga distribuição, estes aminoácidos influenciam todas as funções 

do SNC (WATKINS; OLVERMAN, 1987). Desequilíbrios entre respostas excitatórias e 

inibitórias podem ter conseqüências diversas, indo desde convulsões ou excitotoxicidade à 

depressão do SNC similar àquela observada com o uso de sedativos e hipnóticos estando estes 

neurotransmissores envolvidos em processos como epilepsia e isquemia (DINGLEDINE; 

MCBAIN, 1999; RIBEIRO et al., 2005). Particularmente, vários estudos sugerem que os 
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principais mecanismos envolvidos na gênese da convulsão estão relacionados a um 

desequilíbrio ocasionado por um aumento da transmissão excitatória glutamatérgica e/ou 

diminuição da resposta inibitória GABAérgica (RIBEIRO et al., 2005). 

 

Como referido anteriormente, o GABA é o principal neurotransmissor inibitório no 

SNC, envolvido direta ou indiretamente na patogênese de muitas doenças neurológicas e, 

principalmente, em episódios convulsivos. Dependendo da região cerebral, 20 a 50 % das 

sinapses usam GABA como transmissor e a neurotransmissão inibitória pode ter um 

importante papel na geração e manutenção de certos tipos de convulsão no hipocampo e nos 

circuitos corticotalâmicos (AVOLI, 1996; ENGEL, 1996). Dos receptores GABAérgicos, o 

receptor GABAA, é alvo da ação de muitas drogas anticonvulsivantes que agem 

potencializando esta neurotransmissão. O papel dos receptores GABAB ainda é controverso 

no que se refere às convulsões. Em alguns modelos de convulsão, agonistas deste receptor 

produzem ação anticonvulsivante, enquanto em outros a ação é proconvulsivante  

(SNORDGRASS, 1992). Como referido anteriormente neste trabalho, os receptores GABAA 

possuem sítios de ligação para os benzodiazepínicos e barbitúricos, dentre outros, os quais 

atuam como agonistas da neurotransmissão inibitória do GABA, sendo fármacos comumente 

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

 

Além dos sistemas glutamatérgico e GABAérgico, sabe-se que a atividade convulsiva 

está associada também a outros aminoácidos 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 e expressão gênica, 

além de processos envolvidos na fisiopatologia das alterações neuronais (SIMONIC et al., 

2000). 

 

 

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

 

 

Os modelos experimentais têm sido utilizados ao longo dos anos na realização de 

triagens (screening) farmacológicas de drogas antiepilépticas, onde o principal objetivo é a 

contenção das crises convulsivas por drogas em estudo, ou seja, um tratamento sintomático, 

mas não necessariamente curativo. Paralelamente, eles contribuíram substancialmente com 
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informações a respeito dos mecanismos envolvidos na gênese e manutenção das crises 

convulsivas. Com o objetivo de aproximar os modelos animais dos fenômenos observados em 

humanos, ao longo dos tempos, várias técnicas têm sido desenvolvidas mimetizando tipos 

específicos de epilepsia (MELLO et al., 1986). Nesse sentido, torna-se fundamental a 

diversificação desses métodos gerando distintos pontos de vista e permitindo uma 

compreensão mais abrangente dos fenômenos que caracterizam as epilepsias.   

 

O pentilenotetrazol (PTZ) foi o primeiro analéptico (estimulante do SNC, 

convulsivante) sintético, desenvolvido em 1924. Historicamente, o PTZ teve algumas 

utilizações terapêuticas. Foi utilizado como estimulante cardíaco e empregado como 

estimulante do SNC no tratamento de overdose depressiva (sendo considerado menos efetivo 

que a picrotoxina e a estricnina). O PTZ é uma das principais substâncias indutoras de 

convulsão que são utilizadas na triagem pré-clínica de novos fármacos anticonvulsivantes. O 

desenvolvimento de benzodiazepínicos e barbitúricos no tratamento das crises convulsivas 

veio a partir de estudos com o PTZ (LÖSCHER, 1998; OLIVEIRA et al., 2004, SWIADER et 

al., 2006; SMITH et al., 2007; QUINTANS-JÚNIOR et al., 2007). 

 

O modelo das quimioconvulsões ou das convulsões induzidas pelo PTZ reproduz um 

quadro parecido ao encontrado no “pequeno-mal” epiléptico (SAGRATELLA, 1998). O PTZ 

inicialmente produz espasmos mioclônicos, movimentos fugazes de excitação ou de 

relaxamento muscular que acarretam uma contração rápida e sincronizada dos músculos 

envolvidos, que se tornam subseqüentemente mantidos e podem levar a uma crise tônico-

clônica generalizada. Ao nível sináptico, acredita-se que o PTZ promove convulsões por 

inibir canais de cloreto associados com receptores GABAA, reduzindo assim a 

neurotransmissão inibitória (CRESTANI  et al., 2002). Nesse contexto, drogas como os 

benzodiazepínicos e alguns barbitúricos parecem atuar promovendo a potencialização da 

inibição sináptica mediada por GABA, reduzindo a excitabilidade neuronal e aumentando o 

limiar convulsivante (LILLY; TIETZ, 2000). Assim, no modelo de convulsões induzidas pelo 

PTZ, o aumento da latência para o aparecimento das convulsões é um forte indicativo de uma 

ação anticonvulsivante. De fato, é largamente difundido na literatura que drogas como o 

diazepam e clonazepam aumentam este parâmetro (DE SARRO et al., 1996; QUINTANS-

JÚNIOR et al., 2002). Ainda, atualmente, diversos terpenos constituintes de óleos essenciais 

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

ALMEIDA et al., 2008). 

 

 

1.8.3 Convulsões e estresse oxidativo 

 

 

1.8.3.1 Espécies reativas derivadas do oxigênio (ERO)  

  

 

 O estresse oxidativo é o resultado da excessiva produção de espécies químicas 

reativas, como os radicais livres. O termo radical livre faz referência a um átomo ou molécula 

altamente reativo, que contêm número ímpar de elétrons em sua última camada eletrônica. O 

não-emparelhamento de elétrons da última camada é que confere alta reatividade a esses 

átomos ou moléculas. Em verdade, o termo radical livre não é adequado para designar os 

agentes reativos patogênicos, pois alguns deles não apresentam elétrons desemparelhados em 

sua última camada. Como em sua maioria estas substâncias são derivadas do metabolismo do 

O2, o termo “espécies reativas do oxigênio” (ERO) torna-se mais apropriado (HALLIWELL; 

GUTTERIDGE, 1990; HALLIWELL, 1992).  

 

 As ERO, encontradas em todos os sistemas biológicos, são capazes de gerar estresse 

oxidativo em conseqüência de suas propriedades oxidantes e reação com os constituintes 

celulares (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; SIES, 1991). Em condições fisiológicas do 

metabolismo celular aeróbico, o O2 sofre redução tetravalente, com aceitação de quatro 

elétrons, resultando na formação de H2O. Durante esse processo são formados intermediários 

reativos, como os radicais superóxido (O2
--), hidroperoxila (H2O-) e hidroxila (OH-) e o 

peróxido de hidrogênio (H2O2). Normalmente a redução completa do O2 ocorre na 

mitocôndria, e a reatividade da ERO é neutralizada com a entrada dos quatro elétrons. Visto 

que participam de reações essenciais para o organismo, as ERO são constantemente formadas 

e podem ser prejudiciais, quando sua produção foge do controle exercido por sistemas 

antioxidantes endógenos de defesa. 

 

  Ainda, a redução incompleta do O2 ocorre também em situações não-fisiológicas, e o 

organismo humano está exposto às ERO geradas por radiações ionizantes, agentes tóxicos, 
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poluentes ambientais, dentre outros (SIES, 1991). Não controlados, as ERO atacam muitas 

moléculas importantes, incluindo enzimas, lipídios de membrana e DNA. Clinicamente, o 

estresse oxidativo pode causar lesão tecidual relacionada com muitas desordens 

fisiopatológicas como a hipóxia, a inflamação e a isquemia tecidual e de reperfusão. Outras 

teorias afirmam que o estresse oxidativo pode estar relacionado com disfunção neurológica 

associada a doenças incluindo a doença de Parkinson, Alzheimer, epilepsias, dentre outras 

(BEYER et al., 1998). 

 

 

1.8.3.2 Sistemas de defesa antioxidante contra as ERO 

 

 

Em sistemas aeróbicos, é essencial o equilíbrio entre os agentes oxidantes (como as 

ERO) e o sistema de defesa antioxidante. Os mecanismos de defesa contra as ERO incluem o 

tripeptídeo glutationa reduzida (GSH) e enzimas como a superóxido dismutase (SOD), 

catalase, glutationa-peroxidase (GSH-Px) e glutationa redutase (GSHRd) (FERREIRA; 

MATSUBARA, 1997), além de outros compostos antioxidantes (HALLIWELL; 

GUTTERIDGE, 1992) como o ácido ascórbico e α-tocoferol (vitamina E), que normalmente 

mantêm essas espécies sob controle.  

 

Em condições fisiológicas, o peróxido de hidrogênio (H2O2) é formado na mitocôndria 

em função da atividade metabólica (CHANCE et al., 1979). A superóxido dismutase (SOD) é 

uma enzima essencial para todas as células aeróbicas, pois catalisa a dismutação do radical 

superóxido, formando H2O2 e O2 (FRIDOVICK, 1978). Esta reação é conhecida como reação 

de Fenton: 

 

 

                                              SOD     

                    O2
• + O2

• + 2H +      �     O2 + H2O2 

   

 

A catalase é uma hemeproteína citoplasmática que catalisa a redução de peróxido de 

hidrogênio em água e oxigênio (SCOTT et al., 1991). Pode ser encontrada no cérebro, sangue, 

medula óssea, mucosas, rim e fígado (FERREIRA; MATSUBARA, 1997). A glutationa 
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peroxidase (GSH-Px) era considerada uma enzima responsável apenas pela degradação do 

H2O2, tal como a catalase. Atualmente, esta enzima, que é encontrada em muitos tecidos 

animais, é considerada um dos principais sistemas antioxidantes. A GSH-Px consiste em uma 

das principais responsáveis pela remoção de peróxido de hidrogênio gerado pelas SOD no 

citosol e mitocôndria (e peróxidos orgânicos) para seus correspondentes alcoóis (FERREIRA; 

MATSUBARA, 1997). Ela catalisa a reação de redução de H2O2  com a glutationa reduzida 

(GSH) para formar glutationa oxidada (GSSG) e água (A). Fisiologicamente, a GSH-Px atua 

acoplada a enzima glutationa redutase (GSHRd) que, por sua vez, catalisa redução de GSSG a 

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

 

 

 

                                     GSH-Px         

                            H2O2   +  2GSH     �   GSSG + 2H2O                    (A) 

                                                             GSHRd 

                               GSSG + NADPH + H+    �   2 GSH + NADP+              (B) 

 

 

 

A GSH (L-�-glutamil-L-cisteinil-glicina), um tripeptídeo formado por resíduos de 

glicina, cisteína e ácido glutâmico, existe em concentrações milimolares em todas as células 

humanas e desempenha outros papéis igualmente importantes no metabolismo de 

xenobióticos e na síntese de leucotrienos (HALLIWELL, 1994). Pode ser considerada um dos 

agentes mais importantes do sistema de defesa antioxidante da célula, protegendo-a contra a 

lesão resultante da exposição a agentes como íons ferro, oxigênio hiperbárico, radiações 

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

 

 

1.8.3.3 Envolvimento do estresse oxidativo em convulsões  

 

 

Vários estudos têm sugerido que o aumento na quantidade de radicais livres e/ou a 

diminuição 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 excitação dos neurônios durante as 

convulsões pode levar a injúria e morte celular, resultante de mecanismos bioquímicos 

desconhecidos. Um plausível mecanismo de injúria celular envolve a formação de uma 

quantidade excessiva de ERO (REITER et al., 1997) levando a alterações estruturais em 

proteínas celulares, membranas lipídicas, DNA e RNA (estresse oxidativo) (BENI; 

MORETTI, 1995).  

 

O processo de oxidação de ácidos graxos poliinsaturados da membrana celular é 

denominado de lipoperoxidação e pode comprometer a estrutura da membrana, danificando-a 

ou eventualmente causar completa destruição culminando com a morte celular.  O cérebro é 

um alvo preferencial do processo peroxidativo, pois apresenta uma grande quantidade de 

ácidos graxos poliinsaturados (HALLIWELL, 1994; FERREIRA; MATSUBARA, 1997; 

NAFFAH-MAZZACORATTI et al., 2001).  

 

As ERO produzidas durante as convulsões 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 estimulação de receptores de glutamato induz a liberação de 

óxido 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 exerça 

diversas funções fisiológicas úteis, quando em excesso, o NO pode exercer efeitos nocivos. 

Em determinadas condições, o NO e o O2
- podem interagir, resultando na formação de 

peroxinitrito (ONOO-), um produto extremamente tóxico. Esse composto é capaz de reagir 

com diversas moléculas: proteínas, lipídeos, carboidratos e ácidos nucléicos, danificando-as. 

Além disso, seus prováveis produtos de decomposição, o radical OH- e o dióxido de 

nitrogênio, dentre outros, têm semelhante potencial deletério (RADENOVIC et al., 2003).  

 

Alguns estudos utilizando o modelo experimental de convulsão induzida pelo PTZ 

demonstraram um aumento em diversos marcadores de formação de espécies reativas, como 

substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) (BASHKATOVA et al., 2003; 

PATSOUKIS et al., 2004) e proteína carbonila (PATSOUKIS et al., 2004; OLIVEIRA et al., 

2004), o que sugere que a geração de ERO estaria relacionada com os efeitos convulsivantes e 

neurotóxicos do PTZ. Por outro lado, o tratamento com antioxidantes, incluindo substâncias 

naturais como óleos essenciais (ILHAN et al., 2005), foi capaz de atenuar as convulsões 
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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 evidências, o 

envolvimento das ERO no mecanismo das convulsões epilépticas ainda não está bem 

esclarecido. 

 

 

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

 

 

O gânglio basal possui grande papel nos movimentos voluntários normais. Esta região 

também está envolvida na produção das desordens do movimento. Os quatro principais 

núcleos dos gânglios da base são o corpo estriado, globus pallidus, substância negra e núcleo 

subtalâmico. Dentro dos núcleos da base, o corpo estriado é o principal recebedor de impulsos 

de entrada provenientes do córtex cerebral, tálamo e tronco encefálico. Seus neurônios se 

projetam para o globo pálido e substância negra. Todas as áreas do córtex mandam projeções 

glutamatérgicas excitatórias para porções específicas do corpo estriado. Esta área também 

recebe projeções dopaminérgicas do mesencéfalo e impulsos de entrada serotonérgicos dos 

núcleos da rafe, além de uma abundante projeção de neurônios GABAérgicos (DELONG et 

al., 2000).  

 

O corpo estriado consiste de três importantes subdivisões: o núcleo caudado, o 

putamen e o estriado ventral, o qual inclui o nucleus accumbens, uma região envolvida com a 

emoção e memória (DELONG, 2000). Embora os estudos dos níveis de catecolaminas no 

núcleo accumbens estejam centralizados na DA e NA (CHRISTIE et al., 1986), outras aminas 

biogênicas tais como adrenalina também podem ser afetadas. Estas alterações 

catecolaminérgicas no núcleo accumbens têm importantes implicações funcionais porque este 

núcleo é considerado como a interface principal entre os sistemas límbico e motor, portanto 

uma estrutura chave fazendo o fluxo entre motivação e ação (MOGENSON et al., 1980) e, 

por isso, foi escolhida no presente estudo para a quantificação de monoaminas e seus 

metabólitos. 

 

Tradicionalmente, o hipocampo é uma estrutura cerebral relacionada a processos 

cognitivos como aprendizado e memória (RIEDEL; MICHEAU, 2001). Estudos mostram que 

esta estrutura também está profundamente envolvida no surgimento e na disseminação de 
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episódios convulsivos.  A formação hipocampal compreende quatro regiões corticais: o giro 

dentado, o hipocampo propriamente dito, o complexo subicular e o córtex entorrinal. Estudos 

revelam que os animais com epilepsia apresentaram intensa morte neuronal predominando em 

regiões do hipocampo propriamente dito (SCORZA et al., 2005). O mecanismo exato através 

do qual uma crise epiléptica conduziria a morte celular ainda não foi completamente 

esclarecido. Acredita-se que a liberação de substâncias excitotóxicas em grande quantidade na 

fenda sináptica, como o glutamato, ocasionaria hiperexcitabilidade neuronal com conseqüente 

morte celular. Baseado nesta teoria, é possível explicar a susceptibilidade variável de 

determinadas regiões cerebrais à lesão, como o hipocampo e o neocórtex temporal, os quais 

possuem maior quantidade de terminações nervosas excitatórias (BRIELLMANN et al., 

2001). Nesse contexto, considerando as possíveis alterações neuropatológicas encontradas na 

citoarquitetura hipocampal em animais durante episódios convulsivos (SCORZA et al., 2005), 

no presente estudo resolvemos investigar a participação do estresse oxidativo induzido pelo 

PTZ nesta área cerebral.  

 

 

1.10 Produtos Naturais e Gastroproteção  

 

 

Como referido anteriormente, no mundo inteiro muitas espécies vegetais têm sido 

utilizadas na medicina popular para o tratamento de diversas enfermidades, dentre elas, os 

distúrbios gastrintestinais (LANFRANCO, 1992; UNESCO, 1996, 1998; SILVA et al., 2006).  

Usnea longissima consiste em uma espécie empregada no tratamento tradicional de úlceras 

pépticas em várias cidades do mundo. O efeito antiulcerogênico do extrato aquoso obtido 

dessa espécie foi investigado experimentalmente em ratos, onde se observou efeito protetor 

contra úlceras, o qual foi atribuído 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 doenças gástricas e a administração oral 

do extrato hidroalcoólico de suas folhas demonstrou efetiva ação gastroprotetora em ratos 

(MARKMAN et al., 2004).  No entanto, o uso e a comercialização dessas espécies vegetais, 

sobretudo em países em desenvolvimento como o Brasil, têm precedido à avaliação 

farmacológica e toxicológica (PETROVICK, 1999).  
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A grande variedade de substâncias isoladas de produtos naturais, que exercem 

atividade antiulcerogênica e contra distúrbios do TGI, apresenta estruturas químicas diversas 

e distintos mecanismos de ação (SCHMEDA-HIRSCHMANN; YESILADA, 2005). Lactonas 

sesquiterpênicas, isoladas de Artemisia douglasiana, demonstraram atividade antiulcerogênica 

atribuída à produção de muco e de compostos sulfidrilas (GUARDIÃ et al., 1994). Estudos 

realizados no Laboratório de Produtos Naturais da Universidade Federal do Ceará (LPN-

UFC) evidenciaram a ação gastroprotetora de uma variedade de plantas medicinais e de seus 

princípios ativos isolados, dentre eles o monoterpeno 1,8-cineol (SANTOS; RAO, 2001), as 

resinas �- e �-amirina isoladas de Protium heptaphyllum (OLIVEIRA et al., 2004) e a 

ternatina, um flavonóide isolado de Egletes viscosa Less (macela) (RAO et al., 1997). 

Recentes estudos realizados em nosso Laboratório (Neurofarmacologia, UFC) também 

evidenciaram a ação gastroprotetora de diversas substâncias isoladas de plantas, dentre elas 

estão a riparina I, o Dehidrodieugenol  (DDE) e os monoterpenos �-bisabolol e (-)-mentol, 

cujas ações  de gastroproteção  foram atribuídas a variados mecanismos de ação, envolvendo 

PGs, canais de potássio, NO e atividade antioxidante (dados sob processo de publicação).  

Nesse contexto, devido a sua ampla utilização na medicina popular, as plantas medicinais e os 

compostos isolados a partir delas apresentam relevância farmacológica como agentes 

terapêuticos de desordens gástricas (SCHMEDA-HIRSCHMANN; YESILADA, 2005). 

 

 

1.11 Lesão Gástrica e Mecanismos de Gastroproteção 

 

 

1.11.1 Etiologia das lesões gástricas 

 

 

A úlcera é definida como uma abertura na mucosa do trato digestivo, que se estende 

através da musculatura da mucosa à submucosa ou mais profundamente (THOMOPOULOS 

et al., 2004). Úlcera péptica é uma denominação genérica, comumente utilizada para designar 

as úlceras que surgem principalmente no estômago e no intestino e, por isso, recebe também a 

designação de úlcera gastroduodenal, embora possa ocorrer em qualquer nível do trato 

gastrointestinal. Individualmente, uma úlcera no estômago é denominada de úlcera péptica 

gástrica (ou úlcera gástrica), enquanto uma úlcera na parte superior do intestino delgado, ou 
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duodeno, recebe o nome de úlcera péptica duodenal (ou úlcera duodenal) (DAYAL; LELLIS, 

1989). 

 

As úlceras ocorrem mais freqüentemente no duodeno (úlcera duodenal), onde mais de 

95% estão localizadas na sua primeira porção, e 90% próximo à junção do piloro com a 

mucosa duodenal. No estômago (úlcera gástrica), as úlceras se localizam mais comumente no 

antro (60%) e na junção do antro com o corpo, na pequena curvatura (25%). A incidência de 

úlceras gástricas parece ser ligeiramente maior em homens em relação às mulheres 

(ABITBOL, 2007). Embora menos prevalente do que a úlcera duodenal, a úlcera gástrica 

(0,1% da população em países desenvolvidos) apresenta maior grau de mortalidade e 

morbidade associados, resultantes de hemorragias, perfurações e obstruções (SIVRI, 2004). 

 

De acordo com Glavin e Szabo (1992), acreditava-se que a secreção de ácido gástrico 

era o principal fator envolvido na ulceração da mucosa gástrica. Contudo, em 1987, Isenberg 

e colaboradores demonstraram que pacientes com úlcera duodenal apresentavam também 

diminuição da secreção de bicarbonato. Dessa forma, percebeu-se que não só o excesso de um 

fator agressivo, mas também, a deficiência de um mecanismo de defesa estava contribuindo 

com a ulceração da mucosa. Atualmente, está bem estabelecido que independentemente da 

etiologia da úlcera, esta é formada quando ocorre um desequilíbrio entre os fatores de defesa 

da mucosa (bicarbonato, muco, prostaglandinas, fluxo sanguíneo, óxido nítrico, fatores de 

crescimento, etc.) e fatores agressivos, que compreendem os agentes químicos endógenos 

(ácido clorídrico/HCl, pepsina) ou exógenos (etanol, anti-inflamatórios não esteroidais), e 

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

 

Geralmente, os estímulos lesivos sobre a mucosa, responsáveis pela formação de 

úlceras pépticas, são acompanhados por danos microvasculares locais, com conseqüente 

isquemia, diminuição da distribuição de nutrientes, formação de radicais livres e necrose 

tecidual (TARNAWSHI, 2005). Sob condições de estresse, o SNC é alterado com 

estimulação do hipotálamo e do centro medular causando alterações na motilidade 

gastrointestinal, aumento da secreção ácida e de pepsina, alteração da liberação de substâncias 

endógenas como glicocorticóides, catecolaminas e histamina; e também alterações da 

microcirculação causando isquemia, que provocam diminuição da vitalidade das células 

gástricas e de capilares, levando a necrose e ao desenvolvimento de úlceras (PACHALY et 

al., 1993). 
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A identificação e isolamento da bactéria Helicobacter pylori pelos pesquisadores 

Marshall e Warren, em 1982, proporcionou um enorme desenvolvimento no conhecimento 

acerca da úlcera péptica (MARSHALL; WARREN, 1984). A infecção gástrica pela H. pylori 

é hoje responsável por mais de 90% dos casos de úlcera duodenal e 70% dos casos de úlcera 

gástrica (SIVRI, 2004). Embora a patogênese da doença ulcerosa não esteja completamente 

esclarecida, a infecção pelo H. pylori leva a alterações importantes da fisiologia gástrica, em 

especial dos mecanismos de secreção ácida que estão intimamente ligados à gênese da doença 

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

 

Outra etiologia fortemente associada à úlcera péptica consiste no consumo de 

medicamentos que inibem a produção de prostaglandinas, como os anti-inflamatórios não 

esteroidais (AINES), os quais promovem danos à mucosa gástrica, constituindo um fator de 

risco para eventos adversos como ulceração, sangramento e perfuração gástrica (WHITTLE, 

2004; NEWTON, 2005). O uso destes medicamentos constitui a segunda forma mais comum 

de doença ulcerosa, especialmente na população idosa, embora 85 % destas úlceras não 

tenham impacto relevante na clínica. A incidência dos efeitos gastrintestinais graves e 

potencialmente fatais (hemorragia e perfuração) 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 crítico da ação lesiva dessas drogas consiste, 

principalmente, na supressão da forma constitutiva da ciclooxigenase (COX-1) na mucosa, 

mas também da forma induzida (COX-2) (WALLACE et al., 2000), com conseqüente 

produção diminuída das prostaglandinas citoprotetoras, PGE2 e PGI2. No estômago, as PGs 

têm um papel vital na proteção da mucosa (HAWKINS; HANKS, 2000), como descrito em 

maiores detalhes adiante.  

 

Doenças do trato gastrointestinal relacionadas ao álcool também possuem um papel 

importante na gastroenterologia clínica. A lesão da mucosa gástrica ocorre devido a uma 

diminuição de função da barreira de muco, a principal proteção contra o ácido gástrico. Altas 

concentrações de etanol levam a um aumento da permeabilidade epitelial, como conseqüência 

da re-difusão de íons H+ através da mucosa lesada, e a danos da mucosa, principalmente 

devido aos distúrbios vasculares e diminuição do fluxo sangüíneo local (SIEGMUND et al., 

2003). O etanol também induz estresse oxidativo, danos ao DNA e diminuição dos 

grupamentos sulfidrílicos não-protéicos (GSH) das células, que consistem em um dos mais 
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importantes fatores de proteção da mucosa gástrica (REPETTO; LLESUY, 2002). De fato, as 

ERO têm sido reportadas como mediadoras dos distúrbios microvasculares que precedem as 

lesões da mucosa gástrica 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 ulceração na 

mucosa gástrica. Entre eles estão o aumento de secreção gástrica de ácido, aumento das 

catecolaminas circulantes, isquemia da mucosa gástrica, fatores genéticos e o estilo de vida 

(que engloba o estresse, uso abusivo de álcool, fumo e hábitos alimentares) (BAGGIO et al., 

2003; ELLIOT ; WHITTLE, 2004). ). 

 

 

1.11.2 Mecanismos de proteção gástrica  

 

 

Em condições fisiológicas, a integridade da mucosa gástrica é mantida devido a um 

balanço 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 

lesão. Esta divisão é arbitrária e realizada apenas para fins didáticos, pois as funções epiteliais 

como um todo funcionam em conjunto para prevenir as lesões (FLEMSTRÖM; ISENBERG, 

2001). 

 

De uma maneira geral, a proteção gástrica pré-epitelial é realizada pela barreira muco-

bicarbonato. O epitélio gástrico é coberto por uma camada contínua de muco e bicarbonato, 

os quais constituem a primeira linha de defesa da mucosa do estômago e duodeno contra 

agentes nocivos como o HCl, a pepsina luminal e outros agentes lesivos (MOJŽIŠ et al., 

2000; BI; KAUNITZ, 2003). O muco é secretado por células secretoras de muco encontradas 

entre as células epiteliais superficiais por toda a mucosa gástrica. Consiste de um gel viscoso, 

elástico, aderente e transparente formado por 95% de água e 5% de glicoproteínas 

(REPETTO; LLESUY, 2002). As células epiteliais superficiais secretam também um líquido 

aquoso contendo íons bicarbonato (HCO3-). O Bicarbonato é retido no muco viscoso, 

tornando alcalina a camada mucosa e criando um gradiente de pH de 6-7 na superfície 

mucosa, mesmo com o pH na luz do estômago sendo extremamente ácido (1-3). A secreção 
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de muco e HCO3- é induzida por estímulo colinérgico, pelas PGs e pela presença de um baixo 

pH luminal (FLEMSTRÖM; ISENBERG, 2001).  Assim, o gel mucoso protetor que se forma 

sobre a superfície luminal do estômago e as secreções alcalinas nele contidas constituem a 

barreira muco-bicarbonato de proteção gástrica. 

 

A segunda linha de defesa da mucosa gástrica é realizada pelas células epiteliais 

(defesa epitelial). As células epiteliais gástricas têm propriedades intrínsecas de proteção tanto 

por sua disposição anatômica quanto por sua constituição bioquímica (SZABO, 1991). As 

propriedades físicas da membrana das células apicais (fosfolipídios anfóteros) e as junções 

intercelulares são responsáveis pela prevenção da difusão dos íons H+ na mucosa e pela 

resistência aos agentes hidrofílicos agressores, tais como a aspirina, promovendo assim uma 

barreira física de proteção gástrica (SHORROCK; REES, 1988; FORSELL, 1988). Porém, 

quando as barreiras gástricas são destruídas e ocorre a morte celular, as células necróticas 

podem ser repostas pela migração das células epiteliais sobreviventes nas bordas da lesão ou 

pela divisão das células do colo glandular que migram até o lúmen e diferenciam-se em 

células epiteliais superficiais (SZABO, 1991; WALLACE; GRANGER, 1996). Desta forma, 

os fatores de crescimento que estimulam importantes elementos celulares de cicatrização da 

úlcera, como a angiogênese, formação de tecido de granulação e re-epitelização, são 

relevantes componentes da proteção epitelial (SZABO; VINCZE, 2000). 

 

Juntamente com os aspectos anatômicos da gastroproteção epitelial, os aspectos 

bioquímicos são também de fundamental importância para esta proteção. Como referido 

anteriormente, ERO são geradas constantemente nas células durante alguns processos, como 

na cadeia transportadora de elétrons (na fosforilação mitocondrial), durante o metabolismo de 

xenobióticos e durante a resposta inflamatória. Assim, defesas celulares antioxidantes são 

também necessárias para manter a homeostase celular gástrica (ZHU; KAUNITZ, 2008). De 

maneira semelhante às demais células do corpo, o estresse oxidativo gástrico pode ser 

prevenido tanto por ação enzimática (SOD, catalase e GPx), quanto por defesas antioxidantes 

químicas (vitaminas, flavonóides da dieta, carotenóides e GSH) (CNUBBEN et al., 2001; 

MÓZSIK et al., 2007). Como citado anteriormente, a GSH participa em muitos aspectos do 

metabolismo oxidativo, incluindo remoção de hidroperóxidos, proteção contra radiação 

ionizada, manutenção do padrão fisiológico de proteínas sulfidrílicas e condensação com 

xenobióticos ou compostos reativos endógenos, para ajudar na sua detoxificação e excreção. 

Desta forma, no epitélio gástrico, a GSH atua como um “varredor” de radicais livres e de 
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substâncias tóxicas ingeridas na alimentação e/ou produzidas diretamente no TGI. Assim, a 

manutenção das concentrações de GSH normais contribui seriamente para integridade da 

mucosa gástrica (SHIRIN et al., 2001).  

 

Recentemente, o óxido nítrico tem sido também reconhecido como um mediador 

fundamental nos mecanismos de defesa gástrica. De fato, vários estudos demonstraram que as 

lesões na mucosa gástrica induzidas por agentes químicos são reduzidas pela administração de 

NO e agravadas com a sua remoção (CHO, 2001; UCHIDA et al., 2001). Este efeito tem sido 

relacionado à habilidade do NO de aumentar o fluxo sangüíneo da mucosa e a produção de 

muco, além de inibir a aderência de neutrófilos às células endoteliais e participar do controle 

da secreção ácida e alcalina (CORUZZI et al., 2000; BAYIR et al., 2006). O NO é sintetizado 

pela NO sintase (NOS) a partir do oxigênio molecular (O2) e L-arginina. Existem três 

isoformas conhecidas da NOS: uma forma induzida - iNOS (expressa em macrófagos, células 

de Kupffer, neutrófilos, fibroblastos, músculo liso vascular e células endoteliais, em resposta 

a estímulos patológicos como microorganismos invasores) e duas ditas constitutivas (cNOS), 

que estão presentes em condições fisiológicas no endotélio (eNOS) e nos neurônios (nNOS) 

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

 

 Estudos demonstraram que a administração de L-NAME (L-nitro arginina metil-éster, 

um inibidor da NOS) acentua as lesões gástricas induzidas por etanol, enquanto doadores de 

NO (ex.: nitroprussiato) reparam as lesões induzidas por etanol em ratos (BULUT et al., 

1999). No entanto, alguns estudos trazem informações contraditórias a respeito do papel do 

NO no trato gastrointestinal (HASEBE et al., 2001). Takeuchi e colaboradores (1993) 

mostraram que a inibição da produção de NO pela administração de L-NAME aumentou a 

secreção de íons bicarbonato, protegendo, desta forma, a mucosa duodenal contra a acidez 

gástrica. Recentes estudos demonstram que o NO atua de maneira bifásica na resposta 

ulcerogênica da mucosa gastrointestinal dependendo da isoforma da NOS envolvida, ou seja, 

o NO produzido pela cNOS apresentaria efeito protetor, e o NO originário da iNOS teria um 

efeito próulcerogênico (NISHIO et al., 2006).  

 

As prostaglandinas endógenas (PGs), principalmente as da série E (E1 e E2) e a PGI2, 

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 gástrica. Apresentam 
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efeitos citoprotetores como conseqüência de vários mecanismos indiretos, como o aumento da 

produção de muco e bicarbonato que recobrem as células epiteliais, a inibição da motilidade 

gástrica, a inibição da secreção ácida gástrica, a manutenção do fluxo sanguíneo gástrico, a 

inibição da apoptose, a inibição da ativação de mastócitos, e a diminuição da aderência 

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

 

As prostaglandinas são sintetizadas a partir do ácido araquidônico, através das 

enzimas ciclooxigenases (COX). Está 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 produção de PGs protetoras 

da mucosa gástrica, as quais possuem um papel importante na manutenção da homeostase 

(RODRÍGUEZ-TÉLLEZ et al., 2001). A expressão da COX-2 geralmente é baixa sob 

condições basais e se eleva em certas condições patofisiológicas como a inflamação, dano 

tecidual e transformação maligna (PESKAR, 2001). Recentemente, foram descritas variantes 

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

 

Vários estudos têm especulado acerca da contribuição da COX-2 nos mecanismos de 

defesa da mucosa gástrica e de cicatrização de úlceras (WALLACE et al., 2000; PERINI et 

al., 2003; JUGDUTT, 2007). Enquanto a isoforma COX-1 produz a maior parte das 

prostaglandinas na mucosa gástrica normal, refere-se que a COX-2 atua como um fator 

importante na cicatrização das úlceras, desempenhando portanto, importante papel na 

gastroproteção (WALLACE, 2001b). Estudos prévios sugerem que a inibição da COX-2 

aumenta o tempo de cicatrização das úlceras tanto por via dependente quanto independente de 

prostaglandinas (PERINI et al., 2003). Segundo Wallace (2001b), em pacientes com úlceras 

pré-existentes, tem-se sugerido utilizar derivados de anti-inflamatórios não esteroidais 

(AINEs) que liberam NO ao invés de inibidores seletivos de COX-2, pois estes “NO-AINEs” 

não interferem na cicatrização das úlceras e, em alguns casos, podem acelerar sua 

cicatrização.  

 

A proteção em nível subepitelial é dada pelo fluxo sanguíneo, que protege a mucosa 

por assegurar a chegada de uma quantidade ótima de oxigênio, nutrientes e bicarbonato. 

Evidências experimentais têm enfatizado o papel do fluxo sanguíneo e, em particular a 

microcirculação na patogênese de injúrias na mucosa gástrica. Quando o ácido gástrico ou 

outro agente irritante invade o compartimento subepitelial, neurônios sensoriais aferentes são 
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capazes de disparar um rápido aumento no fluxo sangüíneo da mucosa que permite o 

tamponamento do ácido e uma rápida remoção de substâncias tóxicas, limitando, desta forma, 

sua penetração em camadas mais profundas da mucosa (WALLACE; GRANGER, 1996). 

Estudos com o NO também foram realizados para avaliar sua participação na motilidade 

gastrointestinal e no fluxo sanguíneo gástrico. Enquanto o papel do NO na motilidade 

gastrointestinal é fortemente controlado pela nNOS, os efeitos nas funções vasculares 

ocorrem, em maior parte, através da eNOS. A maior parte do fluxo sanguíneo do trato 

gastrointestinal entra pela vasculatura mesentérica e é regulado, em grande parte, pelas 

arteríolas. O papel do NO neste processo foi evidenciado por inibidores de NO, que reduziram 

o fluxo sanguíneo em artérias mesentéricas (KUSAYAMA et al., 1996). De maneira similar 

ao NO, as prostaglandinas também desempenham importante papel no controle do fluxo 

sanguíneo da mucosa gástrica (FORSELL, 1998).  
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2 RELEVÂNCIA E JUSTIFICATIVA 

 

 

O uso de plantas medicinais no tratamento de diversas enfermidades tem sido relatado 

desde os primórdios da humanidade.  A utilização das substâncias ativas isoladas de plantas e 

de seus extratos vegetais como protótipos para a obtenção de fármacos, de adjuvantes, ou 

ainda, de medicamentos fitoterápicos, tem despertado crescente interesse da indústria 

farmacêutica na produção de agentes terapêuticos de origem natural, inclusive em países de 

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

 

O isopulegol, um monoterpeno isolado de várias espécies de plantas e utilizado como 

ingrediente de perfumes, apresentou em estudos preliminares possível efeito depressor em 

nível de SNC, provavelmente relacionado ao sistema GABA/BZP. Considerando que estes 

efeitos foram pouco estudados, aliado ao fato de que pesquisas pré-clínicas são essenciais 

para o desenvolvimento de novas terapias e para o estudo da neurobiologia dos transtornos 

mentais, no presente estudo, nós resolvemos investigar as ações comportamentais do 

isopulegol em vários modelos experimentais relacionados com a ação central, sobretudo à 

ansiedade e depressão. Para corroborar com os resultados de tais experimentos, sendo o corpo 

estriado uma área cerebral com importante papel no movimento voluntário e, portanto, 

frequentemente utilizado em estudos das desordens do humor, cognição e comportamento, no 

presente estudo foi também realizada a quantificação das monoaminas cerebrais e seus 

metabólitos em corpo estriado de animais tratados com isopulegol.  

 

Diversos estudos têm também relatado a ação de produtos naturais, como os 

monoterpenos, contra episódios convulsivos, alguns tipos de doenças degenerativas e vários 

tipos de cânceres, ações estas frequentemente atribuídas, em parte, às propriedades 

antioxidantes desses compostos. Diante da crescente busca por novos fármacos mais eficazes 

e seguros contra episódios convulsivos, estes dados nos levaram também a investigar o 

potencial anticonvulsivante e antioxidante do isopulegol. 

 

 Por fim, um relevante número de estudos tem evidenciado a ação gastroprotetora de 

diferentes terpenos. Drogas inibidoras de bomba protônica são efetivas e muito utilizadas no 

tratamento de lesões gastrintestinais; porém, o uso prolongado desses fármacos pode levar a 
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risco de câncer. Isso demonstra a necessidade de estudos adicionais para a compreensão desta 

condição clínica, assim como para a busca por métodos e tratamentos capazes de promover a 

sua total remissão de forma segura e eficaz. Nesse contexto, no presente estudo, nós 

resolvemos também investigar o potencial gastroprotetor do isopulegol em camundongos e 

analisar os possíveis mecanismos envolvidos nesta ação. 
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3 OBJETIVOS GERAIS 

 

 

 Para facilitar a leitura e compreensão do presente estudo, o mesmo foi dividido em 

três capítulos, cujos objetivos gerais estão listados a seguir.  

 
Capítulo I: 

 
� Investigar o potencial farmacológico do isopulegol em modelos de ação no sistema 

nervoso central, bem como determinar a concentração de monoaminas e seus 

metabólitos em corpo estriado de camundongos após administração aguda de 

isopulegol. 

 

Capítulo II: 

 
� Investigar o potencial anticonvulsivante e antioxidante do isopulegol nas convulsões 

induzidas por pentilenotetrazol em camundongos e verificar possíveis mecanismos de 

ação envolvidos.  

. 

Capítulo III:  

 
� Investigar o potencial antiulcerogênico do isopulegol em modelos experimentais de 

úlcera gástrica em camundongos e verificar os possíveis mecanismos de ação 

envolvidos. 
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4 MATERIAIS, ANIMAIS, DROGAS E ANÁLISE ESTATÍSTICA  

 

 

4.1 Principais materiais e drogas utilizados nos experimentos 

 

 

Material Marca / Modelo 

- Balança analítica  Modelo H5, Mettler, Suíça 

- Balança para animais Filizola, Brasil 

- Banho Maria  Modelo 102/1, FANEN, SP, Brasil 

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

- Centrífuga refrigerada Modelo Marathon 26 KMR, Fisher 
Scientific 

-Cubetas de plástico para leitura em 
espectrofotômetro  

Sarstedt, Alemanha Oriental 

- Cronômetro  Incoterm, Brasil 

- Deionizador USF, Elga, USA 

- Detector eletroquímico  L-ECD-6ª, Shimadzu Corp., Japan; 

- Espectrofotômetro  Modelo Beckman DU 640B, Fullerton, CA, 
USA  

- Equipamento da Placa Perfurada Ugo Basile, Italy 

- Equipamento de Campo Aberto Fabricação não industrial 

- Equipamento de Labirinto em cruz elevado Fabricação não industrial 

- Equipamento do Rota Rod Ugo Basile, Italy 

- Pipetas Automáticas  H.E., Dinamarca 

- Ponteiras para pipetas automáticas Sigma 

- Recipiente do Nado Forçado Fabricação não industrial 

- Vidrarias  Pirex, Brasil 

-Freezer a – 70 ºC Modelo ULT 2586-3D14, Revco Scientific, 
Inc. Asheville, N.C. ,USA 

 
Quadro 2 - Materiais utilizados  

 



60 
 

 
 

 Droga Dose/Concentração  Via  Origem 

 
 
 
Capítulo 1 

Diazepam 1 ou 2 mg/kg i.p. União Química/Brasil 

Flumazenil 2,5 mg/kg i.p. União Química/Brasil 

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 
 

Capítulo 2 

Diazepam 1 mg/kg i.p. União Química/Brazil 

Flumazenil 2,0 mg/kg i.p. União Química/Brazil 

Isopulegol 25, 50, 100 e 200 mg/kg i.p. e v.o. Dierberger/Brazil 

Pentilenotetrazol 99 mg/kg s.c. União Química/Brazil 

 

Capítulo 3 

Ciproeptadina 10 mg/kg i.p. Sigma-Brasil 

Etanol absoluto PA v.o. CPQ-Brazil 

Glibenclamida (4% 
de glicose) 

10 mg/kg i.p. Sigma-USA 

Indometacina 10 e 20 mg/kg v.o. Sigma-USA 

Isopulegol 25, 50, 100 e 200 mg/kg v.o. Dierberger/Brazil 

L-NAME 10 mg/kg i.p. Sigma-USA 

NAC 750 mg/kg i.p. União Química-Brasil 

Ranitidina 20 mg/kg i.p. União Química-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 Ceará. Durante todos os 

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

condições ambientais semelhantes, com ciclos de alternância claro/escuro de 12 horas, com 
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temperatura em torno de 25 ºC, recebendo ração tipo Purina e água ad libitum. Os 

experimentos foram realizados de acordo com o guia de cuidados com o uso de animais de 

laboratório e ética para investigação de dor experimental em animais conscientes 

(ZIMMERMANN, 1983) e foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisas Animais da 

Universidade Federal do Ceará (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 purificação foi realizado pelo laboratório 

de produtos naturais da Universidade Federal da Paraíba, sob a supervisão do Prof. Dr. 

Damião Pergentino de Sousa, o qual nos forneceu gentilmente o isopulegol isolado e 

purificado para a realização deste estudo. As doses da substância teste foram escolhidas a 

partir da realização de experimentos prévios em estudo piloto.  As doses das demais drogas 

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

 

Para a realização dos experimentos, o isopulegol foi emulsificado com Tween 80 a 3 

%, dissolvido em água 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 veículo (solução salina a 0,9 % em 3% de Tween 80). As demais drogas utilizadas 

na investigação de ação central e atividade anticonvulsivante, tais como o diazepam (1 ou 2 

mg/kg), imipramina (10 mg/kg ou 30 mg/kg), pentobarbital sódico (40 mg/kg), 

pentilenotetrazol (99 mg/kg) e flumazenil (2,5 mg/kg) foram dissolvidas e diluídas 

diretamente em água destilada. Para a investigação da atividade gastroprotetora, foi utilizado 

etanol absoluto; a indometacina (10 ou 20 mg/Kg) foi suspensa em 0,5% de 

carboximetilcelulose e dissolvida em água 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 água destilada.   
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4.4 Análises estatísticas  

 

A análise estatística dos dados foi realizada através do software GraphPad Prism 

versão 4.0 para Windows, GraphPad Software, San Diego California EUA. Copyright (c) 

1994-1999 por GraphPad Software. Os resultados que obedeciam a uma distribuição 

paramétrica foram analisados por Análise de Variância (ANOVA) seguido pelo teste de 

Student Newman Keuls (post hoc), sendo os valores representados pela Média ± Erro Padrão 

da Média (EPM). Os dados não-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 mínimo e valor máximo). O critério de significância 

utilizado foi p < 0,05. Os asteriscos (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001) caracterizam o grau 

de significância, assim como os demais símbolos #, a e b utilizados. 
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5  CAPÍTULOS 

 
 
5.1 Capítulo I - Investigação dos Efeitos Centrais da Administração Aguda de Isopulegol 

em Camundongos 

   

   

5.1.1 Introdução 

 

 

A saúde mental e a promoção do bem-estar psicológico é um assunto de importância 

crescente nas sociedades contemporâneas, sendo a ansiedade e a depressão os transtornos 

mais freqüentes na prática clínica psiquiátrica (ANDREWS et al., 2000; BEARD et al., 2008; 

KANTORSKI, 2008). Nesse contexto, diversos estudos têm sido realizados no mundo inteiro 

visando a descoberta de novas alternativas terapêuticas 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., 2006). 

 

Como referido anteriormente, o (-)-isopulegol é um monoterpeno álcool encontrado 

em óleos essenciais de várias espécies de plantas (VERNIN et 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 é como intermediário sintético na preparação do mentol, um composto de 

grande utilidade em indústrias farmacêuticas, cosméticas, dentre outras (SERRA et al., 2003).  

Foi sugerido que o isopulegol apresenta possível efeito depressor no SNC, enquanto o mentol, 

o seu análogo estrutural, demonstrou uma possível ação psicoestimulante (UMEZU et al., 

2001; UMEZU; MORITA, 2003). No entanto, estudos investigando as propriedades 

farmacoterapêuticas do isopulegol em nível de SNC são escassos na literatura. 

 

Assim, no presente capítulo é abordada a investigação dos efeitos do isopulegol em 

modelos experimentais de ação no SNC, em especial, aqueles referentes à ansiedade e 

depressão.   
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5.1.2 Objetivos específicos 
 
 

 

� Investigar os efeitos da administração aguda do isopulegol no sistema nervoso central, 

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

 

• Labirinto em cruz elevado (Plus maze) 

• Campo aberto  

• Placa perfurada (hole board) 

• Nado forçado 

• Suspensão da cauda 

• Rota rod 

• Tempo de sono induzido por pentobarbital 

 

� Investigar a possível participação do sistema GABAérgico na atividade ansiolítica do 

isopulegol.  

 

 

� Determinar a concentração de monoaminas e seus metabólitos em corpo estriado de 

camundongos após administração aguda de isopulegol. 
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5.1.3 Métodos  
 

 
 
5.1.3.1  Investigação de Atividade no SNC em Testes de Ansiedade e Depressão  

 

 

� Protocolo experimental 

 

 

Antes da realização dos experimentos, os animais foram colocados em um ambiente 

fechado, desprovido de barulho externo e com a temperatura constante (24 ± 1º 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 iluminação de baixa densidade (lâmpada 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.o.) antes dos experimentos. Os grupos controles receberam veículo (solução 

salina a 0,9% com 3 % de Tween 80, i.p. ou v.o.) no mesmo volume dos grupos tratados com 

a substância teste (10 ml/kg).  

 

De acordo com a literatura, os benzodiazepínicos, tais como o diazepam, agem como 

ansiolíticos (em doses baixas) e anticonvulsivantes, produzindo também sedação e efeito 

relaxante muscular em doses mais altas (ONAIVI et al., 1992; WOLFFGRAMM et al., 1994). 

Por esta razão, no presente trabalho, foram utilizadas diferentes doses de diazepam nos testes 

realizados. Diazepam 1 mg/kg, i.p. foi utilizado como referência ansiolítica nos testes do 

labirinto em cruz elevado e placa perfurada, e diazepam 2 mg/kg, i.p., no campo aberto, como 

referência sedativa. Diazepam 2 mg/kg, i.p., foi usado também no modelo do rota rod, como 

padrão 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 convulsão induzida por 

pentilenotetrazol como padrão para atividade sedativa e anticonvulsivante, respectivamente. 

 

Com a finalidade de investigar o mecanismo de ação do isopulegol, em um grupo 

adicional, os animais receberam flumazenil (2,5 mg/kg, i.p.), um antagonista do receptor 

benzodiazepínico, 15 min antes do isopulegol (25 e 50 mg/k, i.p.) ou do diazepam (1 mg/kg, 

i.p.). Ainda, em alguns modelos comportamentais, tais como campo aberto, labirinto em cruz 
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elevado, tempo de sono e convulsão, após a observação de cada animal, foi utilizado álcool a 

70 % para a remoção de resíduos 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 

braços abertos opostos (30 x 5 cm) e dois fechados (30 x 5 x 25 cm), também opostos, em 

forma de cruz. Os braços abertos e fechados estão conectados entre si por uma plataforma 

central (5 x 5 cm), elevada a 45 cm do chão. A plataforma e as paredes laterais dos braços 

fechados são confeccionadas em acrílico transparente e o chão em acrílico preto. Após 30 

(i.p.) ou 60 (v.o.) minutos dos tratamentos, os animais foram colocados no centro do aparelho 

com a cabeça voltada para um dos braços fechados e o seu comportamento observado por 5 

minutos. As medidas comportamentais registradas no LCE foram: número de entradas nos 

braços abertos e braços fechados (NEBA e NEBF) e tempo de permanência do animal em 

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

grupo. 

 

Subseqüentemente, com a finalidade de investigar o mecanismo de ação do isopulegol, 

um grupo de animais foi tratado com flumazenil (2,5 mg/kg, i.p.) 15 min antes de receberem 

veículo (solução salina a 0,9% com 3 % de Tween 80, i.p.) (FLU-2,5 + veículo); dois outros 

grupos receberam flumazenil (2,5 mg/kg, i.p.) 15 min antes da administração 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 veículo ou diazepam (1 mg/kg, 

i.p.)  Os grupos experimentais foram conduzidos ao labirinto 30 min após a administração 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 exploratória do animal, de acordo com 

o método descrito por Archer (1973). O aparato utilizado na realização do experimento (para 

camundongos) é feito de acrílico (paredes transparentes e piso preto, 30 x 30 x 15 cm) e 

dividido em 9 quadrantes iguais. Após 30 (i.p.) ou 60 minutos (v.o.) da administração dos 

tratamentos, os animais, um por vez, foram colocados no centro do campo aberto onde o 

número de cruzamentos com as quatro patas (atividade locomotora espontânea; ALE), 

número de comportamentos de auto-limpeza (grooming) e o número 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 et al. (1971). O aparato usado foi um Ugo 

Basile de 60 x 30 cm com 16 buracos espaçados uniformemente com sensores de infra-

vermelho. O parâmetro analisado foi o número de head dips (número de vezes que o animal 

coloca a cabeça nos buracos) durante 5 minutos. Os animais, um por vez, foram colocados na 

plataforma 30 ou 60 minutos após os tratamentos i.p. ou v.o., respectivamente. A contagem 

do número 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 Forçado 
 

 

Para este experimento, descrito por Porsolt et al.( 1977), foram utilizados tanques de 

22 cm de diâmetro e 40 cm de altura contendo água fresca a 23 ± 1º C até a metade do tanque, 

cerca de 20 cm. Após 30 (i.p.) ou 60 (v.o.) 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 imóvel quando permaneceu flutuando na 
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água, fazendo apenas movimentos suaves necessários para manter a cabeça acima da água. 

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

 

 

� Teste da Suspensão da Cauda 

 

 

Para a realização deste teste, 30 (i.p.) ou 60 (v.o.) minutos após os tratamentos, os 

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 parâmetro 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 coordenação 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.o.) minutos após 

os tratamentos, os camundongos foram colocados com as quatro patas sobre uma barra 

giratória de 2,5 cm de diâmetro, elevada a 25 cm do piso, em rotações de 5, 15 ou 40 rpm. O 

parâmetro analisado foi o tempo de permanência na barra giratória, em segundos (s), durante 

um tempo total de 2 min de observação. Foram utilizados diferentes grupos de animais para 

cada rotação 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.o.) minutos após os tratamentos, foi 

administrado pentobarbital sódico (PTB) na dose de 40 mg/kg, via i.p. O tempo desde a 

administração do PTB até a perda do reflexo de endireitamento foi registrado como latência 

do sono, em segundos. Após terem adormecido, os animais foram colocados na posição de 

decúbito dorsal, e o tempo decorrido entre a perda e a recuperação do reflexo de 
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endireitamento foi registrado como duração do sono, em segundos (WAMBEBE, 1985; 

ROLLAND et al., 1991). A perda do reflexo de endireitamento representa a incapacidade do 

animal de voltar à posição normal quando colocado em decúbito dorsal. O critério para a 

recuperação desse reflexo foi determinado quando o animal saiu da posição por três vezes 

consecutivas (CARLINI et al., 1986; MATTEI et al., 1998). Resumidamente, os parâmetros 

avaliados neste teste foram: a latência do sono e a duração do sono cujo tempo máximo foi de 

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

 

 

5.1.3.2 Dissecação das Áreas Cerebrais (CE e HIP)      

 

 

Os animais foram sacrificados por deslocamento cervical, os encéfalos retirados 

rapidamente e colocados sobre papel alumínio em uma placa de Petri com gelo. O corpo 

estriado (CE) foi dissecado 30 min após a administração intraperitoneal de isopulegol ou 

veículo (salina a 0,9% em 3% de Tween 80), para a análise da concentração das monoaminas 

e seus metabólitos nesta área cerebral. O hipocampo foi dissecado após os experimentos de 

convulsão induzida por pentilenotetrazol (PTZ) (descrito mais adiante), para a realização das 

dosagens bioquímicas de GSH, catalase, peroxidação lipídica e dosagem de nitrito.  

 
Acompanhando a fissura sagital mediana, a camada cortical cerebral foi retirada das 

leptomeninges com o auxílio de uma pinça reta de microdissecação, a qual, progredindo 

delicada e tangencialmente aos ventrículos laterais, divulsionou o córtex em toda a sua 

extensão fronto-occiptal. O córtex já divulsionado foi rebatido para os lados, expondo parte 

do hipocampo (HIP) (Figura 5) que, com divulsionamento, foi descolado e retirado (apenas 

após os experimentos de convulsão induzida por PTZ). O corpo estriado (CE) (Figura 6) 

(caudado, putamen e núcleo accumbens) foi isolado das estruturas circunjacentes por 

divulsionamento com uma tesoura de microdissecação, sendo a sua retirada orientada pelo 

diâmetro da porção tuberosa visível desses núcleos, após o rebatimento lateral do córtex. 
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Figura 5. Representação da região anatômica no camundongo referente 
ao hipocampo (HIP) 
Fonte: Adaptado de Oliveira (2005)  
 
 
 
 

                                         
Figura 6. Representação da região anatômica no camundongo referente 
ao corpo estriado (CE) 
Fonte: Macêdo (2003)  

 

 

Terminada a dissecação, cada área (CE ou HIP) foi colocada em papel alumínio sobre 

gelo, devidamente identificada, pesada e conservada a -70 °C para uso posterior. Quando 

necessária a estocagem por um certo período de tempo (no máximo 6 meses a -70 °C) os 

tecidos foram considerados como tendo a mesma viabilidade para experimentação que os 

ensaiados imediatamente ou 24 h após a dissecação (BURKE; GREENBAUN, 1987). 
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5.1.3.3 Determinação da Concentração de Monoaminas e seus Metabólitos em HPLC  

 

 

� Método 

 

 

Para a determinação da concentração de monoaminas foi utilizado o equipamento de 

cromatografia líquida de alta performance (High Performance Liquid Chromatograph/HPLC). 

Na cromatografia líquida clássica, um adsorvente (alumina ou sílica) é empacotado em uma 

coluna e é eluído por um líquido ideal (fase móvel). Uma mistura para ser separada é 

introduzida na coluna e é carregada através da mesma por um líquido eluente. Se um 

composto da mistura (soluto) é adsorvido fracamente pela superfície da fase sólida 

estacionária, ele atravessará a coluna mais rapidamente que um outro soluto que seja mais 

rapidamente adsorvido. Então, a separação dos solutos é possível se existem diferenças na 

adsorção pelo sólido. Os detectores eletroquímicos medem a condutância do eluente, ou a 

corrente associada com a oxidação ou redução dos solutos. Para ser capaz de detectar, no 

primeiro caso os solutos devem ser iônicos e no segundo caso, os solutos devem ter a 

característica de serem relativamente fáceis de se oxidarem ou reduzirem. 

 

Detectores eletroquímicos que medem corrente associada com a redução ou oxidação 

de solutos são 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 eletroquímicas envolvem a aplicação de um potencial para 

um eletrodo (geralmente de carbono vítreo), oxidação da substância que está sendo estudada 

próximo à superfície do eletrodo seguindo a amplificação e medida da corrente produzida. As 

catecolaminas são oxidadas nos grupos de anel hidroxil para produzir um derivado 

ortoquinona com a liberação de dois elétrons. 

 

 

� Procedimento experimental 

 

 

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

50 mg/kg) ou veículo (salina a 0,9% com 3% de Tween 80, i.p.). Trinta minutos após os 
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tratamentos, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e a área cerebral (CE) 

foi dissecada sob gelo para a confecção dos homogenatos a 10 %.  O CE foi sonicado em 

ácido perclórico (HCLO4, a 1%) por 30 s e centrifugados por 15 minutos em centrífuga 

refrigerada a 15.000 rpm. Uma alíquota de 20 µL do sobrenadante foi, então, injetada no 

equipamento de HPLC, para a análise química.  

 

Para a análise das monoaminas, uma coluna CLC-ODS(M) com comprimento de 25 

cm, calibre 4,6 mm e diâmetro da partícula de 3 µm, da Shimadzu, Japão, foi utilizada. A fase 

móvel utilizada era composta por tampão ácido cítrico 0,163 M, pH 3,0, contendo ácido 

octanosulfônico sódico, 0,69 M (SOS), como reagente formador do par iônico, acetonitrila 4 

% v/v e tetrahidrofurano 1,7 % v/v. Noradrenalina (NA), dopamina (DA), ácido 

diidroxifenilacético (DOPAC), ácido homovanílico (HVA), serotonina (5-HT) e ácido 5-

hidroxiindolacético (5-HIAA) foram eletronicamente detectados usando um detector 

amperométrico (Modelo L-ECD-6A da Shimadzu, Japan) pela oxidação em um eletrodo de 

carbono vítreo fixado em 0,85 V relativo a um eletrodo de referência de Ag-AgCl. 

(HALLMAN; JONSSON, 1984). 

 

 

� Soluções reagentes  

 

� Fase móvel  

 

Foram pesados 15,75 g de ácido cítrico (Grupo Química, R.J., Brasil) e completado 

para um volume de 400 mL com água puríssima (Milli-Q). Esta solução foi ajustada para pH 

3,0 com hidróxido de sódio 12,5 M (Reagen, RJ, Brasil). A esta solução foi adicionado o SOS 

75 mg (Sigma, MO, USA) e completado o volume para 471,5 ml com água Milli-Q. Em 

seguida, foi procedida a filtração e degaseificação, e posteriormente adição de 20 ml de 

acetonitrila (Carlo Erba Reagenti, MI, Itália) e 8,5 mL de tetrahidrofurano (Sigma, MO, USA) 

para um volume final de 500 mL.  

 

� Ácido perclórico 0.1 M 

 

Adicionou-se 1,8 mL de ácido perclórico (Sigma, MO, USA) em um balão 

volumétrico e o volume ajustado para 300 mL. 
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� Padrões 

 

Os padrões foram preparados em uma concentração final de 4 ng/20 µl de solução de 

NA, DA, 5HT, DOPAC, HVA e 5HIAA (Sigma, MO, EUA). A partir da área dos picos 

desses padrões, as concentrações 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 Avaliação da Atividade Ansiolítica 

 

 

� Teste do Labirinto em Cruz Elevado (LCE) 

 

 

Neste modelo experimental, a administração aguda do isopulegol nas doses de 25 e 50 

mg/kg, por via intraperitoneal, aumentou de maneira significante o número de entradas nos 

braços abertos (NEBA) (ISO-25: 9,61 ± 0,50; ISO-50: 10,15 ± 0,49; p < 0,05), com relação ao 

grupo controle (4,50 ± 0,70) (Figura 7 A), assim como aumentou também o tempo de 

permanência nos braços 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 

número de entradas nos braços fechados (NEBF) foi significantemente diminuído com ambas 

as doses testadas (ISO-25: 6,00 ± 0,55; ISO-50: 6,23 ± 0,66; p < 0,05), com relação ao grupo 

controle (9,40 ± 0,60) (Figura 9 A), assim como o tempo de permanência nos braços 

fechados (TPBF) (Controle: 219,1 ± 5,02 s; ISO-25: 156,90 ± 2,85 s; ISO-50: 182,30 ± 5,91 

s; p < 0,05) (Figura 10 A). 

 

A administração 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 não foi alterado significantemente com a administração 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 diminuição 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 padrão, aumentou significantemente 

os parâmetros 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 investigação do envolvimento dos receptores benzodiazepínicos no efeito ansiolítico 

do isopulegol, por via intraperitoneal, mostrou que o flumazenil (2,5 mg/kg) reverteu as ações 

do isopulegol em ambas as doses e em todos os parâmetros 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 às 

doses de 25 e 50 mg/kg de isopulegol administrado intraperitonealmente. De maneira 

semelhante, o flumazenil (2,5 mg/kg) reverteu também as ações 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 relação ao grupo tratado apenas com DZP. 

Por outro lado, o grupo tratado com flumazenil e veículo (FLU-2,5 mg/kg + veículo) não 

demonstrou alteração em nenhum dos parâmetros observados (NEBA: 4,88 ± 0,88; TPBA: 

63,50 ± 4,42 s; NEBF: 8,44 ± 0,76; TPBF: 215,60 ± 5,588 s), em relação 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 número de 
entradas nos braços 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 veículo/controle (salina a 
0,9% em 3 % de Tween 80, i.p. ou v.o.) foram administrados 30 (i.p.) ou 60 min (v.o.) antes do experimento. Os 
valores representam a média ± E.P.M. do número de entradas nos braços abertos (NEBA) durante 5 min (n = 8-
12 camundongos). Para a análise estatística 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 
permanência nos braços abertos (TPBA) 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 veículo/controle (salina a 
0,9% em 3 % de Tween 80, i.p. ou v.o.)  foram administrados 30 (i.p.) ou 60 min (v.o.) antes do experimento. Os 
valores representam a média ± E.P.M. do tempo de permanência nos braços abertos (TPBA) durante 5 min (n = 
8-12 camundongos). Para a análise estatística 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 número de 
entradas nos braços fechados (NEBF) 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 veículo/controle (salina a 
0,9% em 3 % de Tween 80, i.p. ou v.o.)  foram administrados 30 (i.p.) ou 60 min (v.o.) antes do experimento. Os 
valores representam a média ± E.P.M. do número de entradas nos braços fechados (NEBF) durante 5 min (n = 8-
12 camundongos). Para a análise estatística 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 
permanência nos braços fechados (TPBF) 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 veículo/controle (salina a 
0,9% em 3 % de Tween 80, i.p. ou v.o.)  foram administrados 30 (i.p.) ou 60 min (v.o.) antes do experimento. Os 
valores representam a média ± E.P.M. do tempo de permanência nos braços fechados (TPBF) durante 5 min (n = 
8-12 camundongos). Para a análise estatística 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 não com 
flumazenil, sobre o número de entradas nos braços abertos (NEBA) (A) e o tempo de 
permanência nos braços abertos (TPBA) (B) 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 veículo/controle (salina a 
0,9% em 3 % de Tween 80, i.p. ou v.o.), quando sozinhos, foram administrados 30 (i.p.) ou 60 min (v.o.) 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 análise estatística 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; c p < 0,001 vs ISO-50. 
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Figura 12. Efeito do isopulegol e diazepam, via intraperitoneal, associados ou não com 
flumazenil, sobre o número de entradas nos braços fechados (NEBF) (A) e o tempo de 
permanência nos braços 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 veículo/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 análise estatística 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; c p < 0,05 vs ISO-50.  
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Tabela 1 – Efeito da administração intraperitoneal de isopulegol e diazepam associados ou 

não 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*** 6,00 ± 0,55* 156,90 ± 2,85*** 

ISO-50 10,15 ± 0,49*** 97,33 ± 3,11***,### 6,23 ± 0,66* 182,30 ± 5,91**,### 

DZP-1 11,44 ± 0,60*** 198,3 s ± 10,28*** 5,44 ± 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  
+ DZP-1 

5,90 ± 0,69a 79,60 ± 6,51a 8,66 ± 0,83a 192,4 ± 11,23a 

Flu 2,5  
+ ISO-25 

4,23 ± 0,50b 65,92 ± 3,57b 9,07 ± 0,73b 226,30 ± 5,22b 

Flu 2,5  
+ ISO-50 

4,91 ± 0,48c 58,15 ± 4,67c  8,07 ± 0,83c 213,10 ± 6,08c 

 
Nota: Isopulegol (ISO 25 e 50 mg/kg, i.p.), diazepam (DZP, 1 mg/kg, i.p.) ou veículo/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 parâmetros avaliados 
foram o número de entradas nos braços abertos (NEBA) e o tempo de permanência nos braços abertos (TPBA), 
bem como o número de entradas nos braços fechados (NEBF) e o tempo de permanência nos braços fechados 
(TPBF). Os valores representam a média ± E.P.M. (n = 8-12 camundongos). Para a análise estatística 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; c p < 0,05 vs ISO-50.  
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� Teste do Campo Aberto  

 

 

 Os parâmetros analisados neste teste foram a atividade locomotora espontânea (ALE), 

rearing e grooming e os resultados foram expressos como o número de travessias, de rearing 

e de grooming. Após o tratamento intraperitoneal com isopulegol, não foi observada nenhuma 

alteração significante na atividade locomotora dos animais [ALE (i.p.): ISO-25: 56,73 ± 5,48; 

ISO-50: 59,36 ± 5,32], com relação ao controle (55,73 ± 3,75) (Figura 13 A). Similarmente, 

o tratamento oral não induziu alteração significante neste parâmetro [ALE (v.o.): 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 padrão, reduziu 

significantemente a ALE, com relação aos grupos controles i.p. e 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, não foi 

significantemente alterado, quando comparado aos seus respectivos controles [(i.p.) Controle: 

8,66 ± 1,37; ISO-25: 7,28 ± 0,94; ISO-50: 7,07 ± 1,16] (Figura 14 A) e [(v.o.) 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 parâmetro comportamental em relação 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.o.) Controle: 4,11 ± 0,26; ISO-25: 

3,00 ± 0,28; ISO-50: 2,66 ± 0,28; p < 0,05). Semelhante redução deste parâmetro também foi 

observada após o tratamento com diazepam em relação aos grupos controles i.p. e v.o. (DZP-

2, i.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 espontânea 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 veículo/controle (salina a 
0,9% em 3 % de Tween 80, i.p. ou v.o.) foram administrados 30 (i.p.) ou 60 min (v.o.) antes do experimento. Os 
valores representam a média ± E.P.M. do número de travessias durante 5 min (n = 10-15 camundongos). Para a 
análise estatística 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 
número de rearing 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 veículo/controle (salina a 
0,9% em 3 % de Tween 80, i.p. ou v.o.) foram administrados 30 (i.p.) ou 60 min (v.o.) antes do experimento. Os 
valores representam a média ± E.P.M. do número de rearing durante 5 min (n = 10-15 camundongos). Para a 
análise estatística 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 número de 
grooming 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 veículo/controle (salina a 
0,9% em 3 % de Tween 80, i.p. ou v.o. foram administrados 30 (i.p.) ou 60 min (v.o.) antes do experimento. Os 
valores representam a média ± E.P.M. do número de grooming durante 5 min (n = 10-15 camundongos). Para a 
análise estatística 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) 
 

 

Após a administração aguda de isopulegol nas doses de 25 e 50 mg/kg, foi observado 

um significante aumento do número de vezes que o animal colocou a cabeça no orifício da 

placa perfurada (head dips), tanto por via intraperitoneal (Controle: 30,89 ± 3,20; ISO-25: 

45,50 ± 2,44; ISO-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 padrão no teste da placa 

perfurada, é também mostrado na Figura 16 A e B. Comparado com os grupos controles (i.p. 

e v.o.), os animais tratados com diazepam manifestaram um aumento significativo do número 

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 número de 
head dips no teste da placa perfurada (hole board). 
Nota: Isopulegol (ISO 25 e 50 mg/kg, i.p. ou v.o.), diazepam (DZP, 1 mg/kg, i.p.) ou veículo/controle (salina a 
0,9% em 3 % de Tween 80, i.p. ou v.o.) foram administrados 30 (i.p.) ou 60 min (v.o.) antes do experimento. Os 
valores representam a média ± E.P.M. do número de head dips durante 5 min (n = 8-10 camundongos). Para a 
análise estatística 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 Avaliação da Atividade Depressora 

 

 

� Teste do Nado Forçado  

 

 

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 relação ao grupo controle 

(83,67 ± 5,78 s) (Figura 17 A). O tratamento oral dos animais com ambas as doses de 

isopulegol promoveu semelhante alteração neste parâmetro (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 padrão e reduziu o 

tempo de imobilidade dos animais (IMP-10: 21,00 ± 2,61 s; p < 0,05), em relação 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 forçado.  
Nota: Isopulegol (ISO 25 e 50 mg/kg, i.p. ou v.o.), imipramina (IMP, 10 mg/kg, i.p.) ou veículo/controle (salina 
a 0,9% em 3 % de Tween 80, i.p. ou v.o.) foram administrados 30 (i.p.) ou 60 min (v.o.) 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 análise estatística foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste 
post hoc. ***p < 0,001 vs controle. 
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� Teste da Suspensão 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 

suspensão da cauda (ISO-25: 159,30 ± 13,97 s; ISO-50: 119,70 ±  17,15 s; p < 0,05) em 

relação ao grupo controle (86,20 ± 12,44 s) (Figura 18 A). O tratamento oral dos animais 

com ambas as doses de isopulegol promoveu semelhante alteração neste parâmetro (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 administração do cloridrato de imipramina 30 mg/kg, i.p., usado como droga 

padrão, reduziu o tempo de imobilidade dos animais (IMP-30: 25,20 ± 3,75 s; p < 0,05), em 

relação 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 suspensão da cauda.  
Nota: Isopulegol (ISO 25 e 50 mg/kg, i.p. ou v.o.), imipramina (IMP, 30 mg/kg; i.p.) ou veículo/controle (salina 
a 0,9% em 3 % de Tween 80, i.p. ou v.o.) foram administrados 30 (i.p.) ou 60 min (v.o.) 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 análise estatística foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste 
post hoc. **p < 0,01; ***p < 0,001 vs controle.  
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� Rota rod 

 

 

Neste experimento, nenhuma alteração significativa foi observada no tempo de 

permanência dos animais (s) na barra giratória com a administração intraperitoneal de 

isopulegol nas doses de 25 e 50 mg/kg, nas três rotações 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 alteração significante foi observada nestes 

parâmetros com a administração de isopulegol por via oral, nas mesmas doses e rotações 

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 padrão positivo, diminuiu significativamente 

o tempo de permanência na barra nas três rotações observadas, quando comparado aos grupos 

controles (5rpm: 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 
permanência na barra, em segundos, no teste do rota rod. 
Nota: Isopulegol (ISO 25 e 50 mg/kg, i.p. ou v.o.), diazepam (DZP, 2 mg/kg; i.p.) ou veículo/controle (salina a 
0,9% em 3 % de Tween 80, i.p. ou v.o.) foram administrados 30 (i.p.) ou 60 min (v.o.) antes do experimento. Os 
valores representam a média ± E.P.M. do tempo de permanência (s) dos animais na barra durante 2 min (n = 8 
camundongos). RPM = rotação por minuto. Para a análise estatística 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 parâmetros: o tempo de latência de sono (s), 

que corresponde ao tempo que o animal leva para adormecer, e a duração total do sono (s). 

Após a administração intraperitoneal de isopulegol 25 e 50 mg/kg, observou-se uma redução 

significativa no tempo de latência 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 duração do sono nas duas doses 

testadas, em relação 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 redução significativa no tempo de latência 

de sono após administração 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 

duração 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 padrão positivo, reduziu o 

tempo de latência do sono (177,70 ± 4,04 s; p < 0,05) e aumentou a duração do sono (4334,00 

± 155,6 s; p < 0,05) em relação 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 latência do 
sono, em segundos, no tempo de sono induzido por pentobarbital.  
Nota: Isopulegol (ISO 25 e 50 mg/kg, i.p. ou v.o.), diazepam (DZP, 1 mg/kg; i.p.) ou veículo/controle (salina a 
0,9% em 3 % de Tween 80, i.p. ou v.o.) foram administrados 30 (i.p.) ou 60 min (v.o.) antes do experimento. Os 
valores representam a média ± E.P.M. da latância do sono (s) (n = 8-10 camundongos). Para a análise estatística 
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 duração 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.o.), diazepam (DZP, 1 mg/kg; i.p.) ou veículo/controle (salina em 
3% de Tween 80, i.p. ou v.o.) foram administrados 30 (i.p.) ou 60 min (v.o.) antes do experimento. Os valores 
representam a média ± E.P.M. da duração do sono (s) (n = 8-10 camundongos). Para a análise estatística 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 concentração das monoaminas e seus metabólitos em corpo estriado de 

camundongos após a administração aguda de isopulegol (25 e 50 mg/kg, i.p. e v.o.) estão 

apresentados nas Figuras 22 e 23 A e B.  

 

A administração intraperitoneal de isopulegol nas doses de 25 e 50 mg/kg induziu 

significante redução no conteúdo 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 conteúdo de seus metabólitos, 

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 administração 

oral de isopulegol, embora em menor intensidade, também induziu semelhantes alterações nas 

concentrações de DA (Controle: 2.891 ± 142,60; ISO-25: 1.991 ± 229,50; ISO-50: 2.120 ± 

250,20; p< 0,05) e seu metabólito DOPAC (Controle: 554,2 ± 68,05; ISO-25: 349,0 ± 34,64; 

ISO-50: 378,5 ± 43,79; p< 0,05), embora não tenha alterado significantemente a concentração 

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 redução na concentração 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 administração 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, não foram observadas alterações significantes na 

concentração 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 metabólito (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.o.) 

administrado de forma aguda sobre as taxas de metabolização DOPAC/DA, HVA/DA e 5-

HIAA/5-HT em corpo estriado de camundongos.  

 

Não foram observadas alterações 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 não foram encontradas 

alterações 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 administração oral de isopulegol 

também não causou alterações significantes em nenhuma das taxas metabólicas 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 administração aguda do isopulegol (25 e 50 mg/kg) , i.p. (A) ou v.o. 
(B), sobre as concentrações 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 veículo/controle (salina em 3% de 
Tween 80, i.p.). Trinta min após os tratamentos, o corpo estriado foi dissecado. Os valores foram expressos como 
média ± E.P.M. (n = 5-7). Para a análise estatística, 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); ácido 3,4-diidroxifenilacético (DOPAC) e ácido homovanílico (HVA), foram detectados 
eletroquimicamente através da técnica de HPLC. 
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Figura 23. Efeito da administração aguda do isopulegol (25 e 50 mg/kg) , i.p. (A) ou v.o. 
(B), sobre as concentrações 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 veículo/controle (salina em 3% de 
Tween 80, i.p.). Trinta min após os tratamentos, o corpo estriado foi dissecado. Os valores foram expressos como 
média ± EPM (n = 5-7). Para a análise estatística, 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 ácido 5-hidroxindolacético (5-HIAA) foram detectados eletroquimicamente através da 
técnica de HPLC. 
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Figura 24. Efeito da administração 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 veículo/controle (salina em 3% de 
Tween 80, i.p.). Trinta min após os tratamentos, o corpo estriado foi dissecado. Os valores foram expressos 
como média ± EPM (n = 5-7). Para a análise estatística, foram utilizados ANOVA e teste de Student Newman 
Keuls como teste post hoc. Dopamina (DA), ácido 3,4-diidroxifenilacético (DOPAC) e ácido homovanílico 
(HVA), Noradrenalina (NA), serotonina (5-HT) e ácido 5-hidroxindolacético (5-HIAA) foram detectados 
eletroquimicamente através da técnica de HPLC.  
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5.1.5 Discussão 

 
 

 
Considerando os possíveis efeitos depressores centrais do isopulegol em estudos 

prévios (DE SOUSA et al., 2007b, 2008), aliado ao interesse do Laboratório de 

Neurofarmacologia em estudar substâncias biologicamente ativas, no presente capítulo é 

descrito a investigação dos efeitos do isopulegol em modelos experimentais de atividade no 

SNC, tais como o labirinto em cruz elevado, campo aberto, placa perfurada, nado forçado, 

suspensão da cauda, rota rod e tempo de sono induzido por pentobarbital. Estes testes são 

modelos clássicos para screening de atividades sobre o SNC em animais e fornecem 

informações tais como desempenho psicomotor, locomoção, atividade ansiolítica, 

miorelaxante e depressora. Os resultados apresentados neste capítulo demonstram pela 

primeira vez uma provável atividade ansiolítica e depressora do SNC promovidas pela 

administração oral e intraperitoneal de isopulegol em camundongos.   

 

Como referido anteriormente, a ansiedade é um termo utilizado para descrever um 

estado emocional ligado à percepção de determinados contextos ambientais. É freqüentemente 

acompanhada de variadas sensações físicas, reflexos autônomos e comportamentos 

defensivos, que funcionam como um sinal de alerta e capacitam o indivíduo a tomar medidas 

para enfrentar ameaças (JOLIN et al., 2008). As drogas atualmente disponíveis para o 

tratamento da ansiedade patológica, além de apresentarem efeitos indesejados como sedação, 

podem ainda induzir tolerância e dependência física (WALKER, 1990), o que tem 

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

 

Nos animais, a ansiedade os prepara para fuga ou para a luta, pois estes são os meios 

de se preservarem. Embora não 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 mudanças comportamentais e periféricas induzidas por 

situações estressantes (OHL, 2001). Como referido anteriormente, nos últimos anos, o teste 

do labirinto em cruz elevado (LCE) tem sido amplamente utilizado como um procedimento 

rápido e simples para detectar efeito ansiolítico ou ansiogênico de drogas em ratos e 

camundongos (PELLOW et al., 1985). Este teste baseia-se no fato de que roedores possuem 

aversão a lugares abertos e elevados (MONTGOMERY, 1958) e, portanto, os animais 

geralmente restringem a maioria de suas atividades aos braços fechados, e uma atividade 
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relativamente baixa nos braços abertos é indicativa de ansiedade. No presente estudo, o 

isopulegol 25 e 50 mg/kg, administrado intraperitonealmente, induziu um significante 

aumento no número de entradas (NEBA) e tempo de permanência (TPBA) nos braços abertos, 

bem como reduziu o número de entradas (NEBF) e o tempo de permanência nos braços 

fechados (TPBF). A administração oral de isopulegol demonstrou resultados semelhantes, 

exceto no NEBF.  Os resultados desse estudo fornecem evidências de que o isopulegol, nas 

doses testadas, apresenta provável efeito ansiolítico. O diazepam, usado como droga 

ansiolítica de referência, como esperado, também reduziu a aversão natural dos animais em 

relação aos braços abertos, promovendo aumento da exploração destes e confirmando, assim, 

sua atividade ansiolítica.  

  

O LCE é considerado um dos testes mais validados para investigar novos agentes 

ansiolíticos do tipo benzodiazepínicos (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 são de três tipos distintos: o receptor GABAA, o GABAB e o 

receptor GABAC. Os benzodiazepínicos possuem afinidade pelo subtipo GABAA, que 

constitui o maior sistema de inibição neuronal do SNC. Eles atuam nestes receptores 

potencializando o efeito inibitório do GABA e consistem nos depressores do SNC mais 

largamente prescritos (LILLY; TIETZ, 2000).  Com a finalidade de investigar o possível 

envolvimento do sistema gabaérgico no mecanismo de ação do efeito ansiolítico do 

isopulegol, foi utilizado o flumazenil, um antagonista competitivo do receptor 

GABAA/Benzodiazepínico. A via de administração usada para tratar os animais nesta 

investigação foi a via intraperitoneal, por ter apresentado efeitos ansiolíticos mais evidentes. 

Os resultados mostraram que o flumazenil reverteu o efeito ansiolítico do isopulegol em todos 

os parâmetros analisados, do mesmo modo que reverteu os efeitos do diazepam, sugerindo 

assim, que o efeito ansiolítico do isopulegol parece estar relacionado com o sistema 

GABAérgico, mais especificamente, com os receptores GABAA/BZD.  

 
Um crescente número de estudos mostram que vários compostos de origem natural são 

capazes de modular os receptores ionotrópicos GABAérgicos em sítios de ação diferentes 

daqueles dos benzodiazepínicos, incluindo os monoterpenos (+)- e (-)-borneol (GRANGER et 

al., 2005), timol (JOHNSTON, 2005) e �,�-epoxi-carvona (DE ALMEIDA et al., 2008). 

Como mencionado anteriormente no presente estudo, o isopulegol [Figure 2 (5)] é um 

análogo estrutural do mentol [Figure 2 (1)] e ambos monoterpenos apresentaram ação como 
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moduladores alostéricos positivos nos receptores GABAA em estudo recente (WATT et al., 

2008). Em estudos de competição, o flumazenil não interferiu nas ações do mentol, sugerindo 

que os efeitos desse monoterpeno não envolvem os sítios de ação benzodiazepínicos clássicos 

(THOMET et al., 2000). Por contraste, o possível efeito ansiolítico apresentado pelo 

isopulegol no presente estudo, parece estar relacionado aos sítios benzodiazepínicos de ação 

no receptor GABAA, 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 possível sítio de ação no receptor GABAA comum a esses monoterpenóides e 

aos BZD.   

 

Estudos prévios mostram uma relação estrutura-atividade para a modulação nos 

receptores GABA por vários monoterpenos (HALL et al., 2004). Comparando as estruturas 

químicas, observa-se que o isopulegol difere do mentol apenas por apresentar uma dupla 

ligação em sua cadeia alifática [Figura 2 (1 e 5)], entretanto, essa tênue diferença acarreta em 

diferentes efeitos farmacológicos. Quando administrado a roedores, o (+)- mentol promoveu 

ambulação (UMEZU et al., 2001), enquanto o seu enantiômero é dotado de propriedades 

analgésicas (GALEOTTI  et al., 2002). No presente estudo, e em estudo prévio conduzido por 

De Sousa et al. (2007b), o isopulegol apresentou possível 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 variação nas atividades exibidas pelos análogos (-)- mentol e 

isopulegol sugerem que diferenças estruturais entre os monoterpenóides podem também 

influenciar no sítio de ligação dos receptores GABAA e, consequentemente, refletir em 

diferentes ações farmacológicas. De fato, as propriedades terapêuticas dos variados tipos de 

benzodiazepínicos podem resultar de ações em distintos subtipos de receptor GABAA, por 

exemplo, a subunidade �1-GABAA tem sido relacionada às propriedades sedativas dos BZD, 

enquanto a subunidade �2-GABAA é responsável pelas propriedades ansiolíticas 

(MCKERNAN et al., 2000). Nesse contexto, a investigação precisa da natureza da interação 

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

 

O teste da placa perfurada (hole board) foi executado para corroborar ou não com o 

possível efeito ansiolítico do isopulegol evidenciado no LCE. Este teste mensura o 

comportamento exploratório de roedores (FILE; WARDILL, 1975), e o número de vezes que 

o animal coloca a cabeça no orifício da placa perfurada (head dips) tem sido registrado como 
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um parâmetro para avaliar as condições de ansiedade em animais. Neste modelo, doses não-

sedativas de benzodiazepínicos e outras drogas ansiolíticas, aumentaram o número de head 

dips em camundongos, enquanto seus antagonistas o reduziram (CRAWLEY, 1985). No 

entanto, este efeito ansiolítico é revertido com doses maiores de benzodiazepínicos (SUZUKI 

et al., 1990), os quais induzem sedação. Por outro lado, estudos realizados com compostos 

ansiogênicos mostraram que estas drogas reduziram o número de head dips (TAKEDA et al., 

1998). Estes efeitos sugerem que a redução no comportamento de head dips pode refletir 

estado ansiogênico do animal, e que ambos os estados ansiolíticos e ansiogênicos podem ser 

estimados usando o teste da placa perfurada (TAKEDA et al., 1998). Com base nestes 

estudos, nossos resultados forneceram evidências de que o isopulegol apresentou efeito 

ansiolítico 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 substâncias psicoestimulantes, tais como a 

cafeína 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, substâncias estimulantes 

comportamentais normalmente promovem nestes testes resultados semelhantes àqueles 

apresentados por compostos ansiolíticos. Desta forma, nós decidimos estudar os efeitos do 

isopulegol no teste do campo aberto, um modelo animal clássico usado para avaliar os efeitos 

autonômicos de uma droga e a atividade geral dos animais (NOVAS et al., 1988). A tendência 

natural do animal em um ambiente novo é a de explorá-lo, apesar do estresse e do conflito 

provocado por este ambiente (MONTGOMERY, 1958). Assim, a atividade locomotora 

espontânea (ALE), rearing (exploração vertical) e grooming (auto-limpeza) em roedores, 

observados no campo aberto, são os parâmetros comportamentais mais usados para descrever 

influências dos eventos da vida ou da administração de drogas (MONTGOMERY, 1958; 

REX et al., 1996).  

 

Estudos demonstram que a ALE dá uma indicação do nível de excitabilidade do SNC 

(MANSUR et al., 1971) e, portanto, como referido acima, substâncias psicoestimulantes 

aumentam este parâmetro neste teste (MUELLER et al., 1989). No presente estudo, a 

administração tanto intraperitoneal quanto oral do isopulegol, em ambas as doses, não alterou 

a atividade locomotora dos animais. Desta forma, é improvável que os efeitos promovidos 

pelo isopulegol nos testes do LCE e hole board, sejam baseados na estimulação da atividade 
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motora geral dos animais. �or outro lado, estudos prévios afirmam que a redução na ALE 

pode estar relacionada com a sedação resultante da depressão do SNC (OZTURK et al., 1996; 

PEREZ et al., 1998). De fato, o diazepam, usado na dose de 2 mg/kg como padrão positivo de 

ação sedativa, diminuiu a atividade locomotora, comprovando o seu potencial sedativo nesta 

dose. Considerando tais dados, nossos resultados sugerem que, nas doses e vias de 

administração testadas, a atividade ansiolítica do isopulegol, evidenciada no LCE e hole 

board, não foi acompanhada de efeito sedativo no campo aberto (não reduziu a ALE), uma 

característica comum e indesejável da maioria dos ansiolíticos disponíveis.  

 

A atividade de rearing em roedores é descrita como um comportamento estereotipado 

complexo (DANDIYA et al., 1969), sendo um parâmetro variável na literatura. Alguns 

autores relataram que o rearing reflete um comportamento exploratório do animal 

(JOHANSSON; AHLENIUS, 1989) e, portanto, substâncias ansiolíticas induziriam um 

aumento da atividade de rearing ou não alterariam este parâmetro (YOUNG; JOHNSON, 

1991). Entretanto, outros estudos relacionam o rearing com os níveis de excitabilidade do 

sistema nervoso central (CUNHA; MASUR, 1978), e sugerem que agentes ansiolíticos e 

sedativos diminuem este parâmetro (HUGHES, 1972; STOUT, 1994). No presente estudo, o 

isopulegol não alterou o número de rearing, nas duas doses usadas, em ambas as vias de 

administração. Enquanto o diazepam, usado na dose de 2 mg/kg, reduziu o número de 

rearing, demonstrando que, em uma dose sedativa, este parâmetro é significantemente 

reduzido. Assim, nossos resultados sugerem que o efeito ansiolítico induzido pelo isopulegol 

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

rearing no teste do campo aberto.  

 

O terceiro parâmetro observado no teste do campo aberto é 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 cabeça e focinho, com movimentos repetitivos usando as patas (KRUK et al., 

1998). Na literatura, é referido que o aumento de grooming é observado em roedores 

apreensivos (ARCHER, 1973) e, em um grande número de estudos, pesquisadores 

observaram que drogas ansiolíticas reduzem este parâmetro no campo aberto (BARROS et 

al., 1994; MOODY et al., 1993). No presente estudo, houve uma significante redução 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 possível efeito ansiolítico 

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/hipnótico, considerando que, quando duas drogas possuem o mesmo efeito 

farmacológico, eles se somam (sinergismo). Portanto, o princípio deste teste é verificar se 

uma droga possui a capacidade de potencializar o efeito sedativo e hipnótico do pentobarbital 

sódico, embora algumas drogas desprovidas de ação 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 diminuição da latência 

do sono e um aumento da duração do sono total, em ambas as vias e doses testadas. Estes são 

parâmetros classicamente relatados por drogas sedativas e depressoras do SNC 

(WILLIANSON et al., 1996). No entanto, quando utilizado sozinho, o isopulegol não foi 

capaz de induzir uma ação sugestiva de sedação (redução de ALE) no teste do campo aberto. 

Assim, é possível que este monoterpeno, por si só, não apresente um potencial sedativo nas 

doses testadas, mas, como se trata de uma substância possivelmente depressora do SNC 

(potencializando o efeito inibitório do GABA), o isopulegol, por sinergismo, pode ter 

contribuído para um aumento da depressão induzida pelo pentobarbital.  

 

Clinicamente, a depressão é considerada uma desordem psiquiátrica extremamente 

comum, debilitante, com uma significante incidência na população mundial (LERER; 

MACCIARDI, 2002). O modelo animal mais utilizado para a investigação de novas drogas 

antidepressivas  é o teste do nado forçado estabelecido por Porsolt et al. (1977). Este teste 

consiste em expor o animal a uma situação inescapável, onde o mesmo alterna o seu 

comportamento entre períodos de atividade vigorosa (“comportamento de fuga”) e de 

imobilidade (que reflete um estado de “desespero comportamental” no qual o animal é 

rendido em seu desejo de escapar) (STERU et al., 1985). Embora a relação entre imobilidade 

e depressão sejam controversas (GARDIER et al., 2001), é 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 ansiolíticas, tais como a 

buspirona e o diazepam não apresentam atividade antidepressiva no teste do nado forçado 

(PRZEGALINSKI et al., 1990; ABDEL SALAM; BAIUOMY, 2008), há relatos na literatura 

de substâncias apresentando concomitante atividade ansiolítica e antidepressiva (SOUSA et 

al., 2004).  Desta forma, com o intuito de conhecermos o comportamento do isopulegol em 

um dos modelos de depressão mais utilizados na literatura, o teste do nado forçado 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 clássica, 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 forçado, um 

outro modelo experimental foi utilizado, o teste de suspensão da cauda. Este teste também 

consiste em um modelo de desespero comportamental e é freqüentemente utilizado para a 

investigação de efeito antidepressivo ou depressor de substâncias. Baseia-se no fato de que 

camundongos, quando suspensos pela cauda, também demonstram um padrão temporal, 

alternando entre períodos 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 forçado. Estes achados fortemente sugerem uma 

provável atividade depressora do SNC promovida pelo isopulegol.  

 
Considerando que um déficit na coordenação motora, muito provavelmente, afetaria o 

desempenho dos animais nos modelos do nado forçado e suspensão da cauda, nós decidimos 

investigar os efeitos do isopulegol no teste da barra giratória rota rod. Este teste foi proposto 

por Dunham e Miya (1957) e mede o efeito de relaxamento muscular ou incoordenação 

motora. Os resultados demonstraram que o isopulegol não alterou a coordenação motora dos 

animais em nenhuma das rotações testadas, diferenciando-se do diazepam 2 mg/kg (que nesta 

dose apresenta efeito relaxante muscular), o qual diminuiu o tempo de permanência na barra 

em todas as rotações. Estes resultados sugerem que o aumento da imobilidade dos animais 

observado nos testes do nado forçado e suspensão da cauda, pode não ter sido exercido 

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

2002). 

 

Como referido anteriormente, os mecanismos GABAérgicos estão profundamente 

implicados no controle da ansiedade, entretanto, as aminas biogênicas como a noradrenalina, 

serotonina e dopamina também participam efetivamente deste evento (SOUTHWICK et al., 

1999; MILLAN, 2003).  

 

Um importante substrato biológico para a ansiedade é o neurônio noradrenérgico, que 

apresenta seu corpo celular na área do tronco cerebral conhecida como locus ceruleus e 

projeta-se para o córtex cerebral, sistema límbico, tronco cerebral e medula. Na resposta 

aguda à situação estressante, há um aumento importante de noradrenalina na fenda sináptica, 

resultando em um aumento da resposta simpática evocada (MARGIS et al., 2003). Em 

animais experimentais, a estimulação elétrica do locus ceruleus, tornando-o hiperativo, cria 

estado análogo à ansiedade. Deste modo, acredita-se que os estados de ansiedade sejam 

acompanhados de hiperatividade dos neurônios noradrenérgicos. De fato, exemplos de 

sintomas de ansiedade consistentes com hiperatividade adrenérgica incluem taquicardia, 

tremores e sudorese. Como os receptores alfa 2 terminais e somatodendríticos são receptores 

de feedback negativo, quando são ocupados pela noradrenalina, interrompem a liberação deste 

neurotransmissor. Assim, a administração de agonistas alfa 2 (como a clonidina) é capaz de 

reduzir a ansiedade, enquanto o bloqueio desses receptores promove a liberação de 

noradrenalina, aumentando assim a ansiedade. Uma diminuição dos sintomas autonômicos da 

ansiedade também ocorre mediante o bloqueio de receptores pós sinápticos através do uso de 

beta-bloqueadores (como o propranolol).  

 

No presente estudo, o efeito ansiolítico do isopulegol observado nos testes do LCE e 

hole board foi acompanhado por uma redução da concentração de noradrenalina no corpo 

estriado dos animais após tratamento agudo com isopulegol. Embora drogas α2-agonistas e 

beta-bloqueadores sejam capazes de aumentar a exploração dos braços abertos no teste do 

LCE e o número de head dips no teste da placa perfurada (HANDLEY; MITHANI, 1984), no 

presente estudo, não é possível afirmar que a ação ansiolítica 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 ação inibitória sobre as demais vias nervosas, é 
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possível que a redução na concentração de noradrenalina observada em corpo estriado se deva 

à uma inibição de neurônios adrenérgicos nesta área cerebral. No entanto, uma possível 

interação direta em receptores adrenérgicos não pode ser descartada e requer investigação em 

futuros estudos. 

 

Enquanto o papel da noradrenalina na ansiedade autonômica é conhecido, a 

participação da serotonina ainda não está completamente elucidada. As inervações 

serotonérgicas originadas do núcleo dorsal (NRD) e medial da rafe (NRM) localizam-se no 

tronco cerebral (MOLLIVER, 1987). Regiões como o estriado e córtex frontal recebem 

preferencialmente inervações serotonérgicas do NRD (McQUADE; SHARP, 1997). Vários 

modelos de ansiedade aguda em ratos estão associados com aumento de serotonina no 

hipocampo. Isto foi observado em experimentos de microdiálise nos quais ratos foram 

expostos em diferentes testes de ansiedade, como por exemplo, o labirinto em cruz elevado 

(WRIGHT et al., 1992) e interação social (CADOGAN et al., 1994). Rex et al. (1993) 

encontraram aumento de serotonina em córtex frontal de cobaio exposto ao labirinto. Eles 

observaram que este efeito foi atenuado pelo diazepam, um ansiolítico benzodiazepínico. 

Demonstraram também que o antagonista do receptor benzodiazepínico, flumazenil, reverteu 

ambos efeitos comportamentais e neuroquímicos do diazepam.  

 

No presente estudo, os nossos resultados mostraram que o efeito ansiolítico do 

isopulegol não foi acompanhado por uma redução da 5-HT no corpo estriado dos animais, a 

qual permaneceu em níveis normais, semelhante ao observado com a concentração de seu 

metabólito 5-HIAA, indo de confronto aos estudos acima citados. No entanto, diversos 

estudos evidenciam uma conflitante relação entre os efeitos ansiolíticos de drogas e o 

aumento de serotonina. Esses resultados conflitantes sugerem uma complexa interação entre 

as diferentes vias serotonérgicas (e de seus vários subtipos de receptores) e outros sistemas 

alvo conhecidos, os quais participam de forma diferenciada em cada modalidade de distúrbio 

emocional, o que explica, de certa forma, as peculiaridades das respostas terapêuticas 

encontradas na clínica. Assim, acredita-se atualmente que a 5-HT exerça um duplo papel na 

regulação do comportamento de defesa, aumentando a ansiedade quando atuando na amígdala 

e contendo o pânico agindo na MCPd (MARGIS et al., 2003, DOMBROWSKI, 2005). Desta 

forma, sabe-se que o efeito ansiolítico associado a redução de serotonina depende da área 

cerebral estudada.  
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Estudos demonstram que o hipocampo possui uma densa concentração de receptores 

GABAérgicos e, por isso, diversos relatos prévios evidenciam que este seria o principal local 

de ação de benzodiazepínicos e de seus agonistas contra estados de ansiedade geral, inclusive 

promovendo uma redução na concentração serotonérgica nesta área  (DEKLOET et al., 1982; 

ZETTERSTROM; FILLENZ, 1989; JOHNSON et al., 1995). Desta forma, considerando que 

o isopulegol, pelo menos em parte, estaria atuando em nível de SNC mediante sistema 

GABA-BZP e que o hipocampo seria uma área mais rica em receptores GABAérgicos do que 

o corpo estriado, é possível que as doses utilizadas no presente estudo não tenham sido 

suficientes para induzirem alterações serotonérgicas em corpo estriado, o que talvez tivesse 

sido evidenciado em hipocampo. No entanto, a investigação da concentração monoaminérgica 

nesta área cerebral será realizada em estudos futuros.  

 

A interação do sistema GABAérgico com o sistema neurotransmissor dopaminérgico 

tem despertado notável interesse nos últimos anos (LEUNG et al., 2003). Estudos remotos  

demonstram que o sistema GABAérgico desempenha um importante papel na regulação da 

função de neurônios dopaminérgicos (DI CHIARA et al., 1978). Evidências indicam que há 

uma elevada concentração de GABA na substância negra e, anatomicamente, a maioria dos 

neurônios que vêm da substância negra e chegam ao estriado são dopaminérgicos. Assim, 

uma estimulação GABAérgica na substância negra diminuiria a função dopaminérgica no 

corpo estriado e em outras áreas cerebrais (DI CHIARA et al., 1978, 1979; GERFEN, 2004). 

De fato, foi observado que benzodiazepínicos como o diazepam manifestaram marcada 

redução na concentração extracelular da dopamina, enquanto um aumento da liberação deste 

neurotransmissor foi elicitada pelo antagonista benzodiazepínico, flumazenil (FINLAY et al., 

1992). No presente estudo, foi observada semelhante redução na concentração de dopamina 

induzida pelo isopulegol no corpo estriado dos animais, com conseqüente redução dos 

metabólitos DOPAC e HVA, sugerindo uma inibição do sistema dopaminérgico na área 

estudada. Considerando que o isopulegol, pelo menos em parte, estaria atuando via sistema 

GABAérgico, esses resultados estão de acordo com o que preconiza a literatura sobre uma 

modulação GABAérgica de neurônios dopaminérgicos (DICHIARA et al., 1978, 1979). 

 

Como referido anteriormente, embora seja bem estabelecido que a depressão está 

relacionada a uma redução de noradrenalina e serotonina (BLIER; MONTIGNY, 1994), 

atualmente é largamente aceito que a dopamina também participa da fisiopatogenia da 

depressão (BROWN et al., 1993; JOCA et al., 2000). Estes achados são evidenciados em 
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modelos animais de depressão, nos quais a concentração de dopamina extracelular no cérebro 

estivera diminuída (ROSSETTI et al., 1993). Essa teoria é também fundamentada a partir da 

observação de efeitos antidepressivos de drogas (JOCA et al., 2000), como exemplo, a 

bupropiona, um inibidor seletivo da captação 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 objeção da hipótese dopaminérgica da depressão é 

que clinicamente os antidepressivos efetivos inibem a captação de serotonina ou 

noradrenalina, mas não dopamina. Existe uma aparente contradição no mecanismo de ação 

desses antidepressivos, pois, apesar do bloqueio da captação de serotonina e noradrenalina 

ocorrer imediatamente após o tratamento agudo, o efeito clínico dos antidepressivos acontece 

apenas após duas ou quatro semanas de tratamento. Essa afirmativa pode fortalecer a hipótese 

dopaminérgica, pois estudos mostram que o tratamento crônico com todos os inibidores da 

captação de serotonina e noradrenalina potenciam a transmissão dopaminérgica no núcleo 

accumbens (SERRA et al. 1992). Assim, a diminuição da concentração de dopamina e seus 

metabólitos associada à redução de noradrenalina em corpo estriado observada após o uso de 

isopulegol é consistente tanto com os efeitos ansiolíticos observados nos testes de LCE e hole 

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

 

Estudos mostram que administração sistêmica de agonistas dopaminérgicos D1 em 

ratos aumenta o comportamento de grooming (auto-limpeza), mas não aumenta 

significantemente a locomoção ou outros comportamentos estereotiopados (JACKSON; 

WESTLIND-DANIELSSON, 1994). Entretanto, de forma oposta, a injeção 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 redução 

de comportamento de grooming no campo aberto, bem como diminuiu a concentração de DA 

em corpo estriado, o que está de acordo com tais estudos citados. No entanto, estudos futuros 

voltados à investigação das ações (indiretas ou diretas) do isopulegol sobre receptores 

dopaminérgicos são necessários.  

 

Em conclusão, os resultados dos testes do LCE e hole board sugerem que o isopulegol 

apresenta provável efeito ansiolítico, o qual está relacionado, pelo menos em parte, ao sistema 

GABAA/BZP. Esta ação ansiolítica induzida pelo isopulegol não foi acompanhada de efeito 

sedativo, o que foi evidenciado pela ausência de diminuição de ALE no teste do campo 

aberto. Os parâmetros observados no teste do nado forçado, suspensão da cauda e tempo de 
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sono induzido por pentobarbital sugerem fortemente que o isopulegol apresenta possível 

efeito depressor do SNC e corroboram com a sua ação ansiolítica observada inicialmente. Em 

conjunto, esses resultados são também consistentes com a redução na concentração das 

monoaminas cerebrais observadas em corpo estriado. Nossos resultados demonstraram que o 

isopulegol, mesmo sendo um análogo estrutural do mentol, apresentou atividade 

farmacológica depressora do SNC, em oposição aos efeitos psicoestimulantes apresentados 

pelo mentol em estudos prévios. Esta divergência de resultados pode ser explicada por uma 

tênue diferença estrutural existente entre ambas as substâncias. 
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5.2 Capítulo II - Efeitos do Isopulegol sobre Convulsões Induzidas por Pentilenotetrazol 

em Camundongos 

   

   

5.2.1 Introdução 

 

 

Estima-se que a incidência de epilepsia e desordens convulsivas seja de, 

aproximadamente, 43 casos por cada 100.000 habitantes de países desenvolvidos, e quase o 

dobro de casos nos países em desenvolvimento (MCHUGH; DELANTY,  2008). Embora os 

novos fármacos anticonvulsivantes disponíveis, com efeitos adversos menos freqüentes e 

maiores índices terapêuticos, sejam comumente usados para controlar e prevenir convulsões, 

seu uso prolongado acarreta em risco considerável de morbidade (SIRVEN, 2002). Nesse 

contexto, substâncias com propriedades anticonvulsivantes têm sido exaustivamente 

estudadas na tentativa de se desenvolver drogas com eficácia terapêutica cada vez maior, com 

menor morbidade e baixos custos. Dentre tais substâncias, diversos compostos extraídos de 

plantas têm apresentado notável 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 convulsões induzidas pelo PTZ (um 

bloqueador seletivo da transmissão GABAérgica) é uma característica de substâncias com 

efeitos depressores do SNC (DE ALMEIDA et al., 2008), presumivelmente, por elas 

aumentarem os efeitos inibitórios do GABA. Nesse contexto, o PTZ tem sido comumente 

utilizado em modelos animais para investigar o potencial anticonvulsivante de substâncias 

(OLIVEIRA  et al., 2004; SWIADER et al., 2006). Considerando que vários monoterpenos, 

incluindo o isopulegol (WATT et al., 2008), foram mostrados como moduladores positivos 

dos receptores GABAA, o presente capítulo  teve como objetivo investigar se o isopulegol 

seria capaz de promover alguma proteção contra as convulsões induzidas por PTZ em 

camundongos. Ainda, a ação anticonvulsivante de alguns monoterpenos esteve associada às 

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 específicos 

 

 
 
� Investigar o potencial anticonvulsivante do isopulegol no modelo de convulsão 

induzida por pentilenotetrazol (PTZ) em camundongos e verificar o possível envolvimento 

dos sítios receptores benzodiazepínicos nesta ação. 

 

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

determinação da ALE no teste do campo aberto. 

 

� Determinar a taxa de peroxidação lipídica e a produção de nitrito em hipocampo de 

camundongos expostos ao modelo de convulsão induzida por PTZ. 

 

� Verificar a atividade da enzima antioxidante catalase e a concentração de glutationa 

reduzida (GSH) em hipocampo de camundongos expostos ao modelo de convulsão induzida 

por PTZ. 
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5.2.3 Métodos 

 

 

5.2.3.1 Determinação da Atividade Anticonvulsivante, ALE e Participação do Estresse 

Oxidativo 

 

 

� Protocolo experimental  

 

 

Para a investigação de uma possível 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.o.) antes da administração do pentilenotetrazol (PTZ) em uma dose 

necessária para causar convulsões em 97% dos animais (99 mg/kg, s.c.), de acordo com 

Swiader et al. (2006). Os grupos controles receberam veículo (salina a 0,9 % com 3 % de 

Tween 80, i.p. ou v.o.) no mesmo volume dos grupos tratados com a substância teste (10 

ml/kg). Como referência de uma droga anticonvulsivante, foi utilizado diazepam 1 mg/kg, 

i.p.. Com a finalidade de investigar o mecanismo de ação do isopulegol, em um grupo 

adicional, os animais receberam flumazenil (2,0 mg/kg, i.p.), um antagonista do receptor 

benzodiazepínico, 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.). Após a administração 

do PTZ, os animais foram colocados em ambiente reservado para observação dos grupos pelo 

período de até 20 minutos (estudo comportamental). Os animais que não sobreviveram até o 

final do período de observação foram decapitados logo após a morte e os sobreviventes foram 

sacrificados por deslocamento cervical e decapitados logo após o estudo comportamental. O 

hipocampo foi imediatamente removido sob gelo e armazenado à -70°C para a realização das 

seguintes dosagens bioquímicas: catalase, GSH, peroxidação lipídica e nitrito. 

 

 

� Teste da convulsão induzida por Pentilenotetrazol (PTZ) 

 
 
 

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

(1952), e teve a finalidade de avaliar a possível ação anticonvulsivante da droga teste. Trinta 
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minutos (i.p.) ou uma hora (v.o.) após os tratamentos com isopulegol (25, 50, 100 e 200 

mg/kg), veículo (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 período 

de observação dos animais, foram registrados os seguintes parâmetros: o tempo de 

manifestação da primeira convulsão do tipo clônica ou tônico-clônica (latência de convulsão) 

e o tempo gasto entre a 1ª convulsão e a morte (latência de morte). O percentual de proteção 

contra a morte foi também calculado e descrito (mas não apresentado graficamente).  Para 

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

 

Subsequentemente, com a finalidade de investigar um possível envolvimento dos 

sítios benzodiazepínicos de receptores GABAA na ação anticonvulsivante do isopulegol, um 

grupo de animais foi tratado com flumazenil (2,0 mg/kg, i.p.) 15 min antes de receberem 

veículo (salina a 0,9% com 3% de Tween 80, i.p.) (FLU-2,0 + veículo); dois outros grupos 

receberam flumazenil (2,0 mg, i.p.) 15 min antes da administração 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 veículo ou diazepam (1 mg/kg, i.p.). A dose 

(NASSIRI-ASL  et al., 2007) e tempo (HOSSEINZADEH et al., 2005) utilizados para a 

investigação do mecanismo de ação GABAérgico com flumazenil foram utilizadas conforme 

previamente descrito. Os grupos experimentais foram expostos à convulsão induzida por PTZ 

30 min após a administração dos tratamentos.  

 

 

� Teste do Campo Aberto 

 

 

Este teste foi realizado para avaliar a atividade exploratória do animal, de acordo com 

o método descrito por Archer (1973). O aparato utilizado na realização do experimento (para 

camundongos) é feito de acrílico (paredes transparentes e piso preto, 30 x 30 x 15 cm) e 

dividido em 9 quadrantes iguais. Após 30 (i.p.) ou 60 minutos (v.o.) da administração dos 

tratamentos, os animais, um por vez, foram colocados no centro do campo aberto onde o 

número de cruzamentos com as quatro patas (atividade locomotora espontânea; ALE), 

número de comportamentos de auto-limpeza (grooming) e o número 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. 

 

 

� Determinação da produção de substâncias ácidas reativas com o ácido 

tiobarbitúrico (TBARS)/ Avaliação da peroxidação lipídica  

 

 

� Método 

 

 

A peroxidação lipídica é uma das mais importantes expressões orgânicas do estresse 

oxidativo induzido pela reatividade de radicais livres do oxigênio. O método mais empregado 

para a determinação do malonildialdeído (MDA) em amostras biológicas é baseado na sua 

reação com o ácido tiobarbitúrico (TBA). Nesta reação, duas moléculas de TBA reagem 

estequiometricamente com uma molécula de MDA para formar uma solução de cor rosa, que 

tem absorbância máxima em pH ácido em 532 a 535 nm. O coeficiente de extinção deste 

cromóforo em um comprimento de onda de 535 nm e pH 1,0 é de 1,56 x 105 M-1. O método 

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

 

 

�    Procedimento experimental 

 

 

Os hipocampos foram homogeneizados em tampão fosfato 0,05 M, pH 7,0 a 10 % 

(peso/volume). Após obtenção dos homogenatos, uma alíquota de 250 �l de cada 

homogenato foi incubada a 37 ºC por 1 h. Após o período de incubação, foi acrescentado 

aos homogenatos 400 �l de ácido perclórico a 35% e, em seguida, a mistura foi centrifugada 

durante 20 min a uma rotação de 14.000 rpm. Após centrifugação, o sobrenadante foi 

separado e acrescido a este 200 �L de ácido tiobarbitúrico 1,2 %. Após agitação, essa 

mistura foi mantida em banho maria com água fervente (100 ºC) por 30 min e, logo em 

seguida à retirada do banho maria, a mistura foi colocada em um banho de gelo para o 

retorno da reação à temperatura ambiente. A leitura foi realizada em espectrofotômetro com 

comprimento de onda ajustado para 532 nm. Como padrão, foram utilizadas várias 
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concentrações de MDA (0,627 a 16,77 �mol). Os resultados foram expressos como 

�mol/mg de proteína. As proteínas foram determinadas utilizando o método de Lowry et al. 

(1951). 

 

 

� Curva-padrão de Malonildialdeído (MDA) 

 

 

A partir da solução padrão de MDA (6mols), foram preparadas as soluções a 0,627; 

1,247; 2,463; 4,8; 9,16 e 16,77 �mol. O branco foi confeccionado com água destilada. A 

leitura da absorbância foi realizada a 532nm para determinação da equação da curva-padrão 

de MDA. 

 

 

� Soluções reagentes 
 

Foram utilizadas as seguintes soluções reagentes: 

 

• Tampão fosfato de potássio monobásico 50 mM 

1,36 mg de KH2PO4 (Reagen, RJ, Brasil) foram dissolvidos em 1000 mL de água 

destilada e o pH ajustado para 7,4. 

 

• Solução de ácido tricloroacético 

 

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

 

• Solução de ácido tiobarbitúrico (TBA) 

 

50mg de TBA (Sigma, St. Louis, MO, EUA) em 50mL de água bidestilada  
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�  Determinação da atividade da Catalase 

 

 

� Método 

 

 

 A atividade da catalase foi medida pelo método que usa o peróxido de hidrogênio para 

gerar H2O e O2 (MAEHLY & CHANCE, 1954).  

 

 

� Procedimento experimental 

 

 

A área cerebral (HIP) foi homogeneizada em tampão fosfato 0,05 M, pH 7,0 a 10 % 

(peso/volume). O primeiro passo para determinação da atividade da catalase foi o preparo do 

meio de reação que é constituído por 9 mL de peróxido de hidrogênio diluído em água 

destilada (1/1000) em 0,5 mL de tampão tris-HCl 1 M EDTA 5mM, pH 8 e 0,5 mL de água 

mili Q. Após centrifugação de 40 �L de homogenato a 14.000 rpm por 30 min, uma amostra 

de 20 �L do sobrenadante foi adicionada a 980 �L do meio de reação. Após 1 min e 6 min, as 

absorbâncias inicial e final foram registradas a um comprimento de onda de 230 nm e os 

resultados expressos em �M/min/�g de proteína.. A curva padrão foi realizada utilizando 

catalase purificada (Sigma, MO, USA) sob condições idênticas às do ensaio. As proteínas 

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

 

 

� Soluções reagentes 

 

Foram utilizadas as seguintes soluções reagentes: 

 

• H2O2 diluído 

 

 10 µL de peridol 30 % foram diluídos em água destilada q.s.p. 10 ml. 

 

• Tampão Tris-HCl 1M EDTA 5mM, pH 8,0 
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 Foram pesados 12,11 g de trizma base e 0,1861 g de EDTA e diluídos para 100 mL de 

água destilada e o pH foi ajustado para 8,0 com ácido clorídrico. 

 

 

� Determinação da concentração da glutationa reduzida (GSH)  

 

 

� Método  

 

 

A determinação da concentração da GSH baseia-se na reação do reagente de Ellman, o 

5,5'-ditiobis (ácido 2-nitrobenzóico) (DTNB) com o tiol livre originando um dissulfeto misto 

mais ácido 2-nitro-5-tiobenzóico. A medida do produto de reação formado é feita por leitura 

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

 

 
� Procedimento experimental 

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

em estômago e fígado após experimentos de gastroproteçao (como descrito mais adiante). 

 

Após experimentos de convulsão, homogenatos de HIP foram preparados a 10% em 

EDTA 0,02 M. Em seguida, foi retirado 400 �L desse homogenato e adicionado 320 �L de 

água destilada e 80 �L de ácido tricloroacético a 50%. O material foi agitado e centrifugado a 

3.000 rpm por 15 min. Em seguida, foi recolhido 400 �L do sobrenadante e acrescido 800 �L 

de tampão Tris-HCl 0,4 M, pH 8,9 e 20 �L de DTNB 0,01 M. Após 1 minuto da reação, foi 

feita a leitura da coloração em 412 nm, através de um espectrofotômetro Beckman DU, 

acoplado a um sistema de modernização da Gilford, USA, o que permitiu leitura automática 

em sistema digital e forneceu maior sensibilidade. A concentração da glutationa reduzida foi 

expressa em µg de GSH/mg de proteína. Para a realização deste experimento, foram 

utilizados 7-8 animais por grupo.  
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� Curva-padrão de glutationa (GSH) 
 
 
 

A partir da solução padrão de GSH (1mg/mL), foi preparado 4 mL (em triplicata) de 

soluções a 6,25; 12,5; 25; 50 e 100 �g/mL. O branco foi feito com água destilada (4 mL) e a 

cada tubo das soluções de GSH foi acrescentado 4 mL de tampão Tris HCl 0,4 M (pH 8,9). 

Adicionou-se ainda a cada tubo 0,1 mL de DTNB (0,01M) e feita a leitura da absorbância a 

412 nm após 1 min da adição do DTNB, e determinada a equação da curva padrão de GSH. 

 

 

� Soluções reagentes 

 

Foram utilizadas as seguintes soluções reagentes: 

 

• Solução de ácido etilenodiaminotetracético 

 

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

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

270 mL de água bidestilada. 

 

• Tampão Tris-HCl 

 

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

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

pH foi ajustado com solução HCl 0,1 N (MERCK, Rio de Janeiro, Brasil) para pH 8,9. 

 

• Solução de ácido 5:5-ditiobis–2-nitrobenzoato 

 

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

 

• Solução de ácido tricloroacético 

 

ATC (Sigma, St. Louis, MO, EUA) 50 mL mais 50 mL de água bidestilada. 

 



123 
 

• Solução de glutationa 

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

 

 

� Dosagem de nitrito  

 

 

� Método 

 

 

 O reativo de Griess (N-1-naftiletilenodiamina a 0,1 % em água, sulfanilamida 1 % em 

ácido fosfórico 5 %) revela a presença de nitrito em uma amostra (urina, plasma, homogenato 

tecidual) por uma reação de diazotização que forma um cromóforo de cor róseo, com um pico 

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

 

� Procedimento experimental 

 

 

 A área cerebral (HIP) foi homogeneizada em salina a 10 % (peso/volume). Para a 

realização do ensaio foram usados 100 µL do reagente de Greiss e adicionados 100 µL do 

sobrenadante (centrifugado) do homogenato da área cerebral de cada animal ou 100 µL dos 

padrões nas várias concentrações. Para o branco foram usados 100 µL do reagente de Greiss 

e adicionados 100 µL de salina. A leitura da absorbância foi feita em 560 nm por 

espectrofotometria. As leituras da absorbância dos padrões (y) foram plotadas contra as 

concentrações de cada padrão (x), então se determinou a equação da reta, que foi usada para a 

determinação da concentração de cada amostra. Para a realização deste experimento, foram 

utilizados 8-10 animais por grupo 

 

 

� Soluções reagentes 

 

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

 

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

destilada. 

 

• Ácido fosfórico 5 % 

 

5 ml do ácido fosfórico (Sigma, EUA) foram diluídos para um volume final de 100 

mL em balão volumétrico. 

 

• Sulfanilamida 1 % em ácido fosfórico 5 % 

 

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

de ácido fosfórico. 

 

• Reagente de uso (Reagente de Greiss) 

 

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

ácido fosfórico a 5 % (1:1:1:1). 

 

 

� Dosagem de proteína (Método de Lowry) 

 

 

� Método  

 

 

 A quantidade de proteína em homogenatos de HIP (quando para a determinação da 

concentração de GSH, peroxidaçao lipídica, nitrito e atividade da catalase), bem como em 

estômago ou fígado (quando para a determinação da concentração de GSH), foi determinada a 

25 °C utilizando albumina sérica bovina como padrão, de acordo com o método previamente 

descrito (LOWRY et al., 1951), que utiliza duas reações de formação de cor para analisar a 

concentração proteica fotometricamente. Inicialmente é feita uma reação biureto de baixa 

eficiência na qual os íons de cobre alcalino produzem uma cor azulada na presença de 
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ligações peptídicas. Esta cor biureto é característica de todas as proteínas e fornece uma cor 

básica de fundo para a próxima etapa de ensaio. Depois o método emprega uma mistura 

complexa de sais inorgânicos, o reagente Folin-Ciocalteau, que produz uma cor verde azulada 

intensa na presença de tirosina ou triptófano livres ou ligados a proteínas. Como as 

quantidades desses dois aminoácidos são geralmente constantes nas proteínas solúveis, com 

poucas exceções, a cor das reações (verde-azulada) é indicativa da presença de proteína e a 

intensidade da cor proporcional à concentração. Esta coloração foi medida em 750 nm, 

através de espectrofotômetro Beckman DU 640B, acoplado a um sistema de modernização da 

Gilford, USA. A dosagem de proteínas foi realizada utilizando os mesmos homogenatos 

confeccionados para cada uma das dosagens de: peroxidação lipídica, GSH e atividade da 

catalase. 

 

� Soluções reagentes 

 

• Reagente A:  

 

 Na2CO3 (Reagen, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) a 2 % em NaOH (Reagen, Rio de Janeiro, 

RJ, Brasil) 0,1 N; 

 

• Reagente B:  

 CuSO4.5H2O a 0,5 % em NaKC4H4O6.4H2O (Grupo Química, Rio de Janeiro, RJ, 

Brasil) a 1 %; 

 

• Reagente C:  

 Solução de cobre alcalino (24 mL do reagente A com 1 mL do reagente B, misturados no 

momento de usar); 

 

• Reagente de Folin:  

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

 

• Solução de albumina sérica bovina  

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

 
 
 
5.2.4.1 Estudo comportamental  

 

 

� Efeitos do isopulegol nas convulsões 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 latência 

(s) para o desenvolvimento das convulsões, quando comparado ao grupo controle tratado com 

veículo 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 s), 

50 mg/kg (ISO-50 + PTZ: 204,6 ± 32,24 s) e 100 mg/kg (ISO-100 + PTZ: 293,3 ± 78,61) não 

foram considerados estatisticamente significantes, quando comparado ao controle tratado com 

veículo. Como esperado, o DZP promoveu um significante aumento na latência (s) para as 

convulsões (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 

latência para a mortalidade dos animais em três 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 não induziu alteração 

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 

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

 

Quando administrado oralmente, o isopulegol também causou aumento significativo 

na latência para o desenvolvimento das convulsões apenas na dose de 200 mg/kg, quando 

comparado ao controle tratado com veículo previamente ao PTZ (Salina + PTZ: 66,36 ± 3,23 

s; ISO-200 + PTZ: 177,4 s; p<0,05). De maneira semelhante ao observado com a 

administração intraperitoneal, não foram observadas diferenças 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 latência (s) para as convulsões (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 latência para a mortalidade dos animais em três doses testadas 

(Salina + PTZ: 296,9 ± 26,43 s; ISO-50 + PTZ: 629 ± 77,14 s ISO-100 + PTZ: 871,7 ± 117,3 

s; ISO-200 + PTZ: 1075 ± 79,36 s; p<0,05), enquanto a dose de 25 mg/kg não induziu 

alterações 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 não foram observados animais 

sobreviventes, quando comparado ao controle (0,0 % de sobrevivência). O Diazepam (1 

mg/kg, v.o.) protegeu 62,5% da morte. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



128 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 25. Efeitos do isopulegol, via intraperitoneal (A) e oral (B), sobre a latência para 
o desenvolvimento das convulsões induzidas 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.o.) ou 
veículo (salina em 3%  de Tween 80, i.p. ou v.o.) 30 min (i.p.) ou 60 min (v.o.) antes de receberem PTZ (99 
mg/kg, s.c.). A latência para o desenvolvimento das convulsões é mostrada em A (i.p.) e B (v.o.). Os valores 
representam a média ± E.P.M. (n = 8-10 camundongos). Para a análise estatística 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 latência 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.o.) ou 
veículo (salina em 3%  de Tween 80, i.p. ou v.o.) 30 min (i.p.) ou 60 min (v.o.) antes de receberem PTZ (99 
mg/kg, s.c.). A latência para a mortalidade dos animais é mostrada em A (i.p.) e B (v.o.). Os valores representam 
a média ± E.P.M. (n = 8-10 camundongos). Para a análise estatística 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 veículo (Salina + PTZ: 139,1 ± 

18,1 s), o tratamento com isopulegol (200 mg/kg, i.p.) aumentou a latência para o início das 

convulsões, e o pré-tratamento dos animais com flumazenil (2 mg/kg, i.p.) reverteu esta 

alteração (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 não promoveu reversão no aumento do 

tempo de latência 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, não foi observada reversão 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 não apresentaram nenhuma alteração significante nos 

parâmetros observados, quando comparado aos respectivos controles (Figura 27 A e B).  
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Figura 27. Efeitos do flumazenil sobre as ações do isopulegol na latência para o 
desenvolvimento das convulsões (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 veículo (salina em 3%  de Tween 80, i.p.). Após 30 min, eles 
receberam receberem PTZ (99 mg/kg, s.c.). A latência para o desenvolvimento das convulsões é mostrada em A, 
enquanto a latência para a mortalidade dos animais é mostrada em B. Os valores representam a média ± E.P.M. 
(n = 8-10 camundongos). Para a análise estatística 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; c p < 0,001 vs DZP-1; ***p < 0,001 vs 
controle. 
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� Atividade locomotora espontânea no teste do campo aberto  

 

 

 Considerando a possível propriedade depressora do isopulegol, a ALE dos animais foi 

também observada no teste do campo aberto com as doses utilizadas no presente capítulo (100 

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

 

 O tratamento intraperitoneal com isopulegol nas doses de 100 e 200 mg/kg foi capaz 

de induzir significante redução 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 relação ao controle intraperitoneal (61,25 ± 1,78) (Figura 28 A). 

Similarmente, o tratamento oral também induziu alteração significante neste parâmetro, 

embora em intensidade menor [ALE (v.o.): 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 padrão, como esperado, também reduziu a ALE dos animais, com 

relação aos grupos controles i.p. e v.o. (DZP-2, i.p.: 33,6 ± 2,44; DZP-2, v.o.: 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 espontânea 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 veículo/controle (salina 
a 0,9% em 3 % de Tween 80, i.p. ou v.o.) foram administrados 30 (i.p.) ou 60 min (v.o.) antes do experimento. 
Os valores representam a média ± E.P.M. do número de travessias durante 5 min (n = 8 camundongos). Para a 
análise estatística 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 bioquímicas em hipocampo de camundongos 

 

 

� Efeitos do isopulegol sobre a produção de substâncias ácidas reativas com o ácido 

tiobarbitúrico (TBARS) em hipocampo de camundongos submetidos ao teste de 

convulsão induzida por PTZ. 

 

 

Os resultados da análise da produção de substâncias reativas com o ácido 

tiobarbitúrico (TBARS) em hipocampo de camundongos foram expressos em �mol de MDA 

(malonildialdeído)/ mg de proteína, como um indicador de peroxidação lipídica.  

 

Um aumento significativo na concentração de MDA, em relação 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, e não expostos ao agente estressor não 

apresentaram alterações na concentração de MDA em relação 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 produção de substâncias reativas com o ácido 
tiobarbitúrico (TBARS) em hipocampo de camundongos submetidos à convulsão 
induzida por PTZ.  
Nota: Os animais foram tratados com isopulegol (100 e 200 mg/kg, i.p) ou veículo (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 veículo e não foram expostos ao PTZ. Os valores representam a média ± E.P.M. (n = 
8-10 camundongos). Para a análise estatística foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como 
teste post hoc. *p< 0,05 vs controle. MDA: malonildialdeído. 
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� Efeitos do isopulegol sobre a atividade da catalase em hipocampo de 

camundongos submetidos ao teste de convulsão induzida por PTZ. 

 

 

A Figura 30 mostra uma significante redução na atividade da catalase, evidenciada no 

hipocampo dos animais tratados com PTZ, quando comparado com o grupo controle tratado 

com veículo (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 níveis 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, não 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 convulsão induzida por PTZ. 
Nota: Os animais foram tratados com isopulegol (100 e 200 mg/kg, i.p) ou veículo (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 veículo e não foram expostos ao PTZ. Os valores representam a média ± E.P.M. (n = 
8-10 camundongos). Para a análise estatística 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 concentração da glutationa reduzida (GSH) em 

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

 

 

Na Figura 31 observa-se que o tratamento dos animais com PTZ resultou em 

conteúdo de GSH significantemente diminuído em hipocampo, quando comparado ao grupo 

controle tratado com veículo (salina: 390,0 ± 18,11; Salina + PTZ: 264,2 ± 23,31; p<0,05). 

Interessantemente, o pré-tratamento com isopulegol não apenas restaurou o conteúdo 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 concentração de 

GSH também foi aumentada nos grupos tratados com isopulegol e não 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 concentração da glutationa reduzida (GSH) em 
hipocampo de camundongos submetidos ao teste de convulsão induzida por PTZ. 
Nota: Os animais foram tratados com isopulegol (100 e 200 mg/kg, i.p) ou veículo (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 veículo e não foram expostos ao PTZ. Os valores representam a média ± E.P.M. (n = 
8-10 camundongos). Para a análise estatística 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 produção de nitrito em hipocampo de camundongos 

submetidos ao teste de convulsão induzida por PTZ. 

 

 

A produção de nitrito em hipocampo de camundongos tratados ou não com isopulegol 

(100 e 200 mg/kg, i.p.) antes da administração de PTZ  (99 mg/kg, s.c.) é mostrada na Figura 

32.  Um aumento significativo na concentração de nitrito foi evidenciado no hipocampo dos 

animais tratados apenas com PTZ, em relação ao grupo controle (Salina: 3,1 + 0,28; Salina + 

PTZ: 5,5 + 0,64; p < 0,05). O pré-tratamento com isopulegol não 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 produção de nitrito em hipocampo de 
camundongos submetidos ao teste de convulsão induzida por PTZ.  
Nota: Os animais foram tratados com isopulegol (100 e 200 mg/kg, i.p) ou veículo (salina em 3%  de Tween 80, 
i.p.) 30 min antes de receberem PTZ (99 mg/kg, s.c.). Os valores representam a média ± E.P.M. (n = 8 
camundongos). Para a análise estatística 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 Discussão 

 

 

Estudos prévios evidenciaram um provável efeito depressor do SNC induzido pelo 

isopulegol (DE SOUSA et al., 2008). Corroborando com esses dados, no Capítulo I foi 

mostrado que o isopulegol apresentou possíveis efeitos ansiolítico e depressor do CNS em 

modelos experimentais de ansiedade e depressão. Tais ações foram, possivelmente, 

relacionadas ao sistema GABAérgico, em específico, ao sítio de ação benzodiazepínico. 

Considerando que o bloqueio das convulsões induzidas por PTZ, em roedores, é uma 

característica frequentemente encontrada em substâncias com efeitos depressores do SNC, o 

presente capítulo teve como objetivo verificar se o isopulegol seria capaz de promover 

proteção contra convulsões induzidas por PTZ em camundongos, bem como investigar 

possíveis mecanismos envolvidos nesta ação. Os resultados deste estudo demonstram pela 

primeira vez uma possível atividade anticonvulsivante do isopulegol em camundongos. 

 

Nossos resultados mostraram que o isopulegol, na maior dose testada, prolongou a 

latência para o desenvolvimento das convulsões induzidas por PTZ, e aumentou a latência de 

morte dos animais de uma maneira dose dependente. Quando calculado o percentual de 

proteção 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 latência para o desenvolvimento das 

convulsões, bem como foi observado ausência de mortalidade quando administrado 

intraperitonealmente. Quando doses relativamente baixas de PTZ (ex.: 60 mg/kg) são usadas, 

as substâncias que completamente inibem as convulsões são 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 são usadas (SWIADER et al., 2006), como no presente estudo, o aumento 

da latência para o aparecimento das convulsões (sem inibir completamente tais convulsões) é 

um forte indicativo de uma ação anticonvulsivante, o que também foi observado com 

diazepam na dose de 1 mg/kg, usado no presente estudo. Já a proteção contra a mortalidade 

caracteriza um potencial bioprotetor da substância. Nesse contexto, nossos resultados sugerem 

que o isopulegol apresenta uma possível ação anticonvulsivante e bioprotetora (contra a 

morte), semelhante àquela 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 GABAA medeia a maioria da neurotransmissão inibitória no SNC dos 

mamíferos e, consequentemente, consiste em um alvo para as pesquisas sobre a fisiopatogenia 

e terapêutica da epilepsia (GROVES et al., 2006). É largamente reconhecido que o PTZ leva a 

convulsões tônico-clônicas por suprimir os efeitos inibitórios da transmissão GABAérgica 

(FRADLEY et al., 2007; CRESTANI et al., 2002). De forma semelhante a vários 

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 possível ação anticonvulsivante do isopulegol seria dependente dos receptores 

GABA, especialmente no sítio de ação benzodiazepínico (BZP), foi utilizado o flumazenil, 

um antagonista dos receptores GABAA/BZP. Nossos resultados mostraram que o pré-

tratamento com flumazenil diminuiu o aumento da latência para a convulsão induzido pelo 

isopulegol e dizepam, sugerindo um possível envolvimento da ativação dos sítios 

benzodiazepínicos do receptor GABAA. Esses resultados estão de acordo com aqueles 

mostrados no Capítulo I, onde foi observado que a provável ação ansiolítica induzida pelo 

isopulegol foi revertida pela prévia administração de flumazenil.   

  

Por outro lado, nossos resultados mostraram que o flumazenil não foi capaz de reverter 

o aumento da latência para a mortalidade dos animais e, consequentemente, os percentuais de 

proteção contra a morte, calculados para o isopulegol e DZP, também não foram 

significantemente alterados. Nassiri-Asl et al. (2007) relataram que, após o tratamento prévio 

com flumazenil, o diazepam continuou protegendo os animais da morte em 70%, porém, foi 

observada uma reversão significante de 30 %. A divergência entre os estudos, provavelmente, 

se deve ao período total de observação 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 período menor de observação dos animais, não foi detectada a 

reversão da proteção de morte pelo uso prévio do flumazenil. Ainda, uma dose maior de PTZ 

foi utilizada no presente estudo. Mesmo considerando a reversão significante da mortalidade 

do diazepam com a utilização prévia do flumazenil no estudo citado, observa-se que a 

proteção continuou ocorrendo em grande percentual, sugerindo que outros mecanismos 
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possam estar envolvidos na ação bioprotetora do diazepam. Desta forma, nossos resultados 

sugerem que outros mecanismos de proteção neuronal possam estar envolvidos também nas 

ações anticolvulsivantes do isopulegol. 

 

Como referido anteriormente, diversos estudos têm evidenciado o envolvimento das 

ERO nas convulsões e efeitos neurotóxicos induzidos pelo PTZ (OBAY  et al., 2008; 

AKBASA et al., 2005). Nas últimas décadas, várias substâncias de origem natural dotadas de 

atividade anticonvulsivante apresentaram também propriedades antioxidantes (HSIEH et al., 

1999; ILHAN et al., 2005). Nesse contexto, no presente capítulo, nós também investigamos 

se alguma ação antioxidante estaria envolvida na provável atividade anticonvulsivante do 

isopulegol. Para isto, foi investigado o grau de peroxidação lipídica, a concentração de GSH e 

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

 

Todos os componentes da célula são suscetíveis à ação das ERO, porém a membrana é 

uma das mais atingidas em decorrência da peroxidação lipídica, que acarreta alterações na sua 

estrutura e permeabilidade (VAN DER KRAAIJ et al., 1988). Conseqüentemente, há perda da 

seletividade na troca iônica e liberação do conteúdo de organelas, como as enzimas 

hidrolíticas dos lisossomas, e formação de produtos citotóxicos (como o malonaldeído), 

culminando com a morte celular (HERSHKO, 1989). Embora nem sempre os processos de 

lipoperoxidação sejam prejudiciais, pois seus produtos são importantes na reação em cascata a 

partir do ácido araquidônico (formação de prostaglandinas) (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 

1990), o excesso de tais produtos pode ser lesivo (ROSS; MOLDEUS, 1991), sobretudo ao 

cérebro, que contém grande quantidade de lipídeos de membrana.  

 

Estudos mostram que o PTZ é capaz de disparar a ativação de fosfolipases de 

membrana, proteases e nucleases, as quais causam a degradação de fosfolipídeos de 

membrana e a lise de proteínas 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 

convulsões induzidas pelo PTZ levaram a um aumento de peroxidação lipídica 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 veículo. Dados na literatura mostram que convulsões seguidas por 

elevação de peroxidação lipídica em tecidos cerebrais podem ser diminuídas pela 

administração de substâncias 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 estão, 

provavelmente, relacionadas à possíveis efeitos antioxidantes contra peroxidação lipídica no 

hipocampo dos animais.  

 

Espécies reativas do oxigênio tais como o íon superóxido, o radical hidroxila e o 

peróxido de hidrogênio (H2O2), são constantemente produzidas no cérebro, em decorrência 

do metabolismo celular aeróbico. A conversão do H2O2 à H2O pode ser feita pelas enzimas 

catalase e glutationa peroxidase. De fato, a super expressão dos genes para estas enzimas em 

culturas hipocampais e corticais primárias de fetos de ratos, reduziu a neurotoxicidade 

induzida por ácido caínico, glutamato, cianeto de sódio e deprivação cerebral de 

oxigênio/glicose, a qual foi acompanhada por reduções do acúmulo de peróxido de hidrogênio 

e da extensão da peroxidação lipídica (WANG et al., 2003). 

 

No presente estudo, foi observada uma redução da atividade da catalase nos 

hipocampos dos animais tratados com PTZ, demonstrando uma alteração nas defesas 

antioxidantes nessa região cerebral após a administração do agente estressor. Estudos prévios 

(FREITAS et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2006) mostraram que a catalase está envolvida com 

a patogênese da epilepsia induzida pela pilocarpina. No entanto, neste modelo de convulsão 

os autores observaram um aumento na atividade da catalase no cerebelo, hipocampo, CPF e 

CE. Por outro lado, a catalase também já foi demonstrada estar envolvida nas convulsões 

induzidas por PTZ e, nesses estudos, foi observada uma redução 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 redução da atividade da catalase causada pelo PTZ 

observada no presente estudo pode estar associada a um aumento excessivo no conteúdo de 

H2O2 e possível geração de radicais hidroxil, sugerindo a participação do stresse oxidativo 

nas ações do PTZ no cérebro de camundongos. Além disso, estudos demonstram que, quando 

produzidas em excesso, as ERO podem causar inativação enzimática (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 níveis normais observados no 

grupo controle. Esses resultados sugerem que o isopulegol poderia estar auxiliando as células 

cerebrais no combate à superprodução de ERO e conseqüente dano oxidativo induzido pelo 

PTZ.  
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A glutationa reduzida (GSH) é um tripeptídeo endógeno presente em todas as células 

de mamíferos. Pode ser considerada um dos agentes mais importantes do sistema de defesa 

antioxidante da célula, protegendo-a contra a lesão resultante da exposição a agentes como 

íons ferro (GALLEANO; PUNTARULO, 1995), oxigênio hiperbárico, ozônio, radiação e luz 

ultravioleta (DENEKE; FANBURG, 1989). Além disso, participa da eliminação de produtos 

da lipoperoxidação e do combate às ERO (OLIVEIRA et al., 2006). O poder antioxidante da 

GSH foi demonstrado pelo aumento da sobrevida de 90 % de ratos submetidos à hiperóxia e 

tratados com instilação de eritrócitos na traquéia. Este resultado foi atribuído à GSH intra-

eritrocitária, que protege contra o choque de pulmão induzido pelo estresse oxidativo 

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

 

No presente estudo, o tratamento dos animais com PTZ resultou na diminuição da 

concentração de GSH em seus hipocampos. Estudos prévios demonstraram similares 

resultados após convulsões induzidas por PTZ (OBAY et al., 2008), bem como induzidas por 

outros agentes convulsivantes (OLIVEIRA et al., 2006). Interessantemente, a administração 

prévia do isopulegol não apenas preveniu a perda de GSH induzida pelo PTZ, como também 

promoveu um aumento em seu conteúdo nos animais que não foram expostos ao agente 

estressor. Esses resultados sugerem que o isopulegol, por si só, poderia estar induzindo um 

aumento na concentração de GSH nos hipocampos dos animais. No entanto, o mecanismo 

pelo qual o isopulegol estaria aumentando o conteúdo de GSH (se prevenindo a depleção ou 

aumentando a síntese), necessita de investigações 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 ativação dos receptores glutamatérgicos pelo glutamato, principalmente os 

receptores NMDA, provoca um aumento na atividade da NOS, com consequente produção de 

NO neuronal à partir da L-arginina (NAKAKI et al., 2000). Em determinadas condições, o 

NO e o O2
- podem interagir, resultando na formação de peroxinitrito (ONOO-), um produto 

extremamente tóxico, capaz de reagir com diversas moléculas como proteínas, lipídeos, 

carboidratos e ácidos nucléicos, danificando-as, além da ação deletéria de seus prováveis 

produtos de decomposição (o radical OH- e o dióxido de nitrogênio) (RADENOVIC et al., 

2003). Nesse contexto, embora o papel do NO nos episódios convulsivos permaneça 

controverso, estudos recentes relatam o seu envolvimento nas convulsões evidenciadas em 
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diferentes testes experimentais, incluindo o modelo do PTZ, pilocarpina e outros (UZÜM 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 expressão de 

NOSe no cérebro não está correlacionada com convulsões e lesão neuronal. Outra parte do 

NO é sintetizada pela NOS induzível (NOSi) que regula a resposta imune. O excesso de NOSi 

foi detectada em hipocampo de camundongos geneticamente epilépticos (MURASHIMA et 

al., 2002). O nitrito (metabólito estável do NO) tem sido implicado em muitos mecanismos 

moleculares envolvidos nas convulsões, podendo modular uma cascata de efeitos 

excitotóxicos no SNC e participar do subseqüente dano neuronal (DALKARA et al., 1994). 

Os nossos resultados mostraram um aumento na concentração de nitrito no hipocampo dos 

animais tratados com PTZ, confirmando a participação desse metabólito no processo 

convulsivo. Esse aumento de nitrito poderia estar relacionado a um aumento de NO cerebral, 

que pode ter ocorrido por ação da NOSi. O pré-tratamento com isopulegol, todavia, não foi 

capaz de reduzir a produção de nitrito no hipocampo (por motivos técnicos, não foi possível a 

inserção dos dados referentes à administração do isopulegol sozinho). Dessa forma, nossos 

dados revelam que os efeitos protetores do isopulegol contra as convulsões induzidas por 

PTZ, provavelmente, não estão relacionados à 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 estão 

de acordo com prévios estudos que sugerem a participação de estresse oxidativo durante os 

episódios 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 diminuição das defesas antioxidantes durante a terapia anticonvulsivante (ONO et 

al., 2000), uma vez que o pré-tratamento com isopulegol induziu certo grau de proteção 

antioxidante (através da elevada concentração de GSH). 

 

No Capítulo I, nós evidenciamos atividade farmacológica induzida pelo isopulegol 

nas doses de 25 e 50 mg/kg. No presente capítulo, doses mais altas de isopulegol foram 

necessárias para a obtenção de efeito anticonvulsivante significativo contra as convulsões 

induzidas pelo PTZ. A toxicidade aguda do isopulegol já foi investigada em ratos (BHATIA 



148 
 

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 às suas 

propriedades depressoras do SNC. Apesar dos monoterpenos frequentemente apresentarem 

baixa toxicidade (DE SOUSA et al., 2007a; SUN, 2007), nós assumimos que estudos futuros 

considerando a segurança quanto ao uso do isopulegol são necessários.  

 

Assim, considerando a possível propriedade depressora do isopulegol, nós 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 capítulo, com o 

intuito de observar o nível de excitabilidade do SNC (MANSUR et al., 1971) através da 

observação do parâmetro atividade locomotora espontânea (ALE). No Capítulo I, a 

administração tanto intraperitoneal quanto oral do isopulegol, em ambas as doses testadas (25 

e 50 mg/kg), não alterou a ALE dos animais. No entanto, quando os mesmos receberam 

isopulegol nas doses de 100 e 200 mg/kg, após 30 min (i.p.) ou 60 min (v.o.) dos tratamentos, 

observou-se uma redução 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 

fígado quando da administração oral. Esses resultados demonstram que a redução na ALE dos 

animais está relacionada com a sedação resultante da depressão do SNC (OZTURK et al., 

1996; PEREZ et al., 1998), o que, de certa forma, seria esperado com o aumento da dose de 

uma substância possivelmente depressora do SNC. De forma semelhante, o diazepam, usado 

na dose de 2 mg/kg como padrão positivo de ação 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 redução da atividade locomotora). No entanto, 

apesar desse efeito apresentar relevância clínica em determinadas condutas de contenção de 

alguns episódios convulsivos (quando o intuito é, de fato, também sedar o paciente), sabe-se 

que uma terapêutica anticonvulsivante profilática continuada dotada de acentuada sedação 

acarretaria em diversos inconvenientes ao usuário, o que a tornaria inviável. Nesse contexto, 

nós reconhecemos que futuros estudos da mesma natureza avaliando a atividade 

anticonvulsivante do isopulegol sobre doses mais baixas do agente convulsivante são 

necessários, com o intuito de observar se o isopulegol não seria efetivo também em doses 

menores, as quais promovessem menor efeito sedativo.  
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Em resumo, os resultados do presente capítulo sugerem que o isopulegol apresentou 

provável atividade anticonvulsivante e bioprotetora contra convulsões induzidas 

quimicamente pelo PTZ. Estas ações estão, possivelmente, relacionadas à modulação positiva 

dos receptores GABAA/BZP e às propriedades antioxidantes do isopulegol. Entretanto, 

estudos adicionais são necessários para se investigar o exato mecanismo envolvido em tais 

ações. 
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5.3 Capítulo III - Efeito Gastroprotetor do Isopulegol em Modelos Experimentais de 

Lesão Gástrica Aguda 

 

 

5.3.1 Introdução 

 

 

A úlcera péptica, até pouco tempo atrás, era considerada uma doença de etiologia 

desconhecida, de evolução em geral crônica, resultante de perda de tecido em regiões do trato 

digestivo capazes de entrar em contato com a secreção cloridropéptica do estômago 

(COELHO et al., 2005). Como referido anteriormente, atualmente, sabe-se que a lesão celular 

(reversível ou irreversível) ocorre como resultado de uma ou várias causas, incluindo a 

hipóxia e isquemia (com conseqüente diminuição do suprimento de sangue, do transporte de 

O2 e de atividade das enzimas antioxidantes do tecido), a ação de agentes químicos e drogas 

(etanol, indometacina), agentes biológicos (vírus, bactérias, fungos), fatores físicos (força 

mecânica, temperaturas extremas, choque elétrico, radiações ionizantes), bem como defeitos 

genéticos e o estresse (BÓDIS et al., 1998). Atualmente, agentes anti-secretórios (ex.: 

pantoprazol) representam uma das melhores opções na terapia contra úlcera péptica 

(GISBERT, 2005), entretanto seu uso prolongado tem sido associado à incidência de fraturas 

e câncer (YANG et al., 2006; LEEDHAM et al., 2007), o que justifica a pesquisa continuada 

por fármacos gastroprotetores cada vez mais efetivos e seguros. 

 

A relação entre os produtos oriundos de fontes naturais e gastroproteção é antiga. No 

entanto, muitas espécies de plantas são usadas empiricamente, sem respaldo científico quanto 

à eficácia e segurança (TAKASE et al., 1994). Porém, nos últimos anos, compostos de origem 

natural tem sido objeto de estudos incessantes na busca de uma substância com efeito 

terapêutico gastroprotetor ideal aliado a baixos custos. Nesse contexto, estudos recentes têm 

evidenciado a ação gastroprotetora de diversas plantas medicinais e de substâncias isoladas a 

partir delas (BRZOZOWSKI et al., 2005; NARAYAN et al., 2005; ANDREO et al., 2006; 

DA ROCHA LAPA et al., 2007), incluindo vários terpenos (MATSUNAGA et al., 2000; 

GUEDES et al., 2008), como o monoterpeno 1,8-cineol e o diterpeno ácido . Tais estudos nos 

levaram a investigar se o isopulegol, um monoterpeno álcool, seria capaz de exercer alguma 

ação protetora em úlceras induzidas experimentalmente em camundongos e analisar possíveis 

mecanismos envolvidos em tal ação.  
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5.3.2 Objetivos específicos 

 
 

 

� Investigar o potencial antiulcerogênico gástrico do isopulegol em modelos 

experimentais de lesões gástricas induzidas por etanol ou indometacina em camundongos.  

 

 

� Investigar a possível participação das prostaglandinas (PG’s), óxido nítrico (NO), 

glutationa reduzida (GSH) e canais de potássio ATP-dependentes (KATP) no efeito 

gastroprotetor do isopulegol em modelo de lesões gástricas induzidas por etanol em 

camundongos. 
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5.3.3 Métodos 

 

 

5.3.3.1 Avaliação 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 possível relação dose-resposta 

contra as lesões gástricas induzidas por etanol ou indometacina. Subsequentemente, para 

investigar os possíveis mecanismos de ação envolvidos na gastroproteção, foram utilizadas as 

doses de isopulegol de 100 e 200 mg/kg, v.o. (as quais apresentaram significante atividade 

antiúlcera). Para a indução das lesões gástricas, foi utilizado 0,2 mL de etanol absoluto, v.o., 

ou indometacina na dose de 20 mg/Kg, v.o.. Os controles receberam veículo (solução 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 padrão para atividade gastroprotetora no modelo de úlcera induzido por 

etanol, enquanto ranitidina (20 mg/kg,i.p.) foi utilizada como padrão positivo no modelo da 

indometacina. Após a indução das lesões por etanol, uma amostra do corpo dos estômagos foi 

fixada em formalina a 10% para subsequente avaliação histopatológica.  

 

Para a investigação dos mecanismos de ação envolvidos na atividade de 

gastroproteção, foi utilizado o modelo de úlcera gástrica induzida por etanol (UGIE). Os 

animais foram pré-tratados com indometacina (10 mg/kg, v.o.) para se investigar a 

participação das prostaglandinas. Para a investigação da participação 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 veículo, enquanto glibenclamida foi pré-administrada para a 

investigação da participação dos canais de potássio. Com o objetivo de avaliar uma possível 

atividade antioxidante do isopulegol na ação de gastroproteção, a GSH foi quantificada em 

tecidos de estômago e fígado.  
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� Avaliação da atividade gastroprotetora do isopulegol em modelo de úlcera 

gástrica induzida por etanol em camundongos 

 

 

As lesões gástricas agudas foram induzidas pela administração oral de 0,2 mL de 

etanol absoluto a cada animal, uma dose que induz significante ulceração gástrica, de acordo 

com método previamente descrito por Robert et al. (1979), com  poucas modificações. Após 

um período 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.o.) ou veículo (solução salina a 0,9% com 3 % de 

Tween 80, 10 ml/kg, v.o.). Os controles positivos receberam ciproeptadina, 10 mg/kg, i.p. 

(OHTAU et al., 1999). Uma hora após os tratamentos, os animais receberam oralmente 0,2 

mL de etanol absoluto. Para investigar se o isopulegol seria capaz de causar injúria por si só, 

grupos de animais foram também tratados com diferentes doses de isopulegol (25, 50, 100 e 

200 mg/kg, v.o.) ou veículo e não foram expostos ao etanol. Decorridos 30 min da 

administração do etanolabs, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e seus 

estômagos foram removidos. Subsequentemente, cada estômago foi aberto pela grande 

curvatura, lavado em solução salina 0,9 % e comprimido entre dois vidros de relógio para 

uma melhor visualização. O contorno das lesões da porção glandular do estômago foi traçado 

usando um papel filme transparente, como descrito previamente por Iwata et al. (1997). O 

percentual de área gástrica lesionada foi determinado com o auxílio de um programa de 

planimetria computadorizada (ImageJ). A área ulcerada foi expressa em termos de 

percentagem em relação à área total do corpo gástrico. As áreas lesionadas foram medidas por 

um único observador, que não conhecia a identificação dos grupos experimentais (estudo 

cego). 

 

 

� Avaliação histopatológica da mucosa gástrica de camundongos tratados com 

isopulegol e/ou etanol 

 

 

Para o estudo histopatológico, uma amostra do estômago (n= 5/grupo) foi fixada em 

solução de formol 10%, onde permaneceu por 24 horas. Em seguida as amostras foram 

transferidas para uma solução de álcool 70%, onde permaneceram até a realização dos 

procedimentos histológicos. Logo após, o material biológico foi seccionado e embebido em 
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parafina. Foram feitos cortes de 4 �m (micrômetros), colocados numa lâmina e corados com 

hematoxilina-eosina para o estudo em microscopia óptica. As amostras foram avaliadas de 

acordo com os critérios de Laine e Weinstein (1988): edema na superfície da mucosa (escores 

de 0-4), dano hemorrágico (escores de 0-4), infiltração de células inflamatórias (escores de 0-

3) e perda de células epiteliais (escores de 0-3). Toda a avaliação histopatológica foi realizada 

através de um estudo cego. 

 

 

� Papel do óxido nítrico (NO) no efeito protetor do isopulegol sobre lesão gástrica 

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 administração oral de isopulegol (100 e 200 mg/kg, v.o.) ou veículo (salina a 

0,9% com 3 % de Tween 80, 10 ml/kg, v.o.). As doses e tempos de administração do L-

NAME foram usadas de acordo com estudos prévios (GÜRBÜZ et al., 1999; 

CHANDRANATH et al., 2002). Dois grupos foram tratados com veículo antes da 

administração do isopulegol (100 e 200 mg/kg, v.o.). Os controles receberam apenas veículo. 

Subsequentemente, 60 min após os tratamentos, as lesões da mucosa gástrica foram induzidas 

por etanolabs. Um grupo foi tratado com veículo e não foi exposto ao etanolabs. Decorridos 30 

min da administração do etanolabs, os animais foram sacrificados, os estômagos retirados, as 

lesões foram medidas e expressas como descrito anteriormente. Para este experimento, foram 

utilizados 8 animais por grupo. 

 

 

� Quantificação da glutationa (GSH) no estômago e fígado de camundongos 

tratados com isopulegol e expostos ao etanol. 

 

 

Para investigar uma possível ação antioxidante na atividade gastroprotetora do 

isopulegol, a quantificação da glutationa (GSH, uma sulfidrila não proteíca) foi conduzida nos 

estômagos dos camundongos. Para investigar um possível efeito sistêmico, dosagens de GSH 

foram também realizadas no fígado dos animais. A concentração de GSH nos tecidos foi 
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medida de acordo com o método descrito por Sedlak e Lindsay (1968), com poucas 

modificações. A determinação dos grupos SH-NP neste método baseia-se na reação do 

reagente de Ellman, o DTNB, com o tiol livre originando um dissulfeto misto mais ácido, o 

ácido 2-nitro-5-tiobenzóico.  

 

O isopulegol (100 e 200 mg/kg, v.o.) foi administrado aos camundongos 1 h antes da 

administração do etanolabs (0,2 mL, p.o.) ou veículo (solução salina a 0,9% com 3 % de 

Tween 80, 10 ml/kg, v.o.). O grupo controle recebeu apenas veículo, enquanto o controle 

positivo recebeu N-acetilcisteína (NAC, 750 mg/Kg, i.p.), um aminoácido essencial na 

formação do GSH, antes da administração do etanolabs. Um grupo de animais foi tratado 

apenas com veículo e não foi exposto ao etanol. Decorridos 30 min da administração do 

etanolabs, os animais foram sacrificados por estiramento cervical e tiveram os seus estômagos 

e fígados retirados. Para a dosagem do GSH, o segmento glandular de cada estômago, bem 

como todo o tecido hepático foram individualmente homogeneizados a 10% (peso/volume) 

em uma solução gelada de EDTA 0,02 M. À alíquotas de 400 µl dos homogenatos foram 

misturadas a 320 µl de água destilada e 80 µl de ácido tricloroacético (50%) e centrifugadas a 

uma rotação de 3000 rpm durante 15 min (para os estômagos) e a 6000 rpm por 30 min (para 

os fígados).  Após a centrifugação, 400 µl dos sobrenadantes foram misturados com 800 µl de 

tampão Tris (0,4 M, pH 8.9). Por fim, foi adicionado 20 �L de DTNB (5,5´-dithio-bis (2- 

nitrobenzoico ácid) 0,01M). O material foi então agitado durante 3 minutos e a absorbância 

foi mensurada a 412 nm em espectrofotômetro. Uma alíquota do sobrenadante foi separada e 

a sua concentração de proteínas foi medida usando o método de Lowry et al. (1951), descrito 

anteriormente. Os valores de absorbância foram extrapolados a partir de uma curva-padrão 

(descrita anteriormente) e expressos em µg de GSH/mg de proteína. Para este experimento, 

foram utilizados 8 animais por grupo. 

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

modelo de lesões gástricas induzidas por etanol em camundongos 

 

 

Para investigar a possível participação das prostaglandinas no efeito gastroprotetor do 

isopulegol sobre as lesões gástricas induzidas por etanol, a indometacina foi utilizada em uma 
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dose que inibe a síntese de prostaglandinas, mas não induz ulceração gástrica (10 mg/kg, 

dissolvida em 0,5% de carboximetilcelulose e diluída em água 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 administração de isopulegol (100 e 200 mg/kg, 

v.o.) ou veículo (salina a 0,9% com 3 % de Tween 80, 10 ml/kg, v.o.) (OLINDA et al., 2008). 

Um grupo recebeu apenas veículo e dois grupos adicionais foram tratados com veículo 

seguido pela administração de isopulegol (100 e 200 mg/kg, v.o.). Subsequentemente, 

decorridos 60 min dos tratamentos, os camundongos foram expostos ao etanolabs para a 

indução das lesões gástricas. Um grupo de animais recebeu veículo e não foi exposto ao 

etanol. Trinta minutos após a administração do etanolabs, os animais foram sacrificados, os 

estômagos retirados, as lesões foram medidas e expressas como descrito anteriormente.  

 

 

� Papel dos canais de potássio ATP-dependentes (KATP), no efeito gastroprotetor do 

isopulegol em modelo de lesões gástricas induzidas por etanol em camundongos 

 

 

Para investigar o possível envolvimento dos canais de KATP no efeito gastroprotetor do 

isopulegol, 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 administração de isopulegol (100 e 200 mg/kg, v.o.) ou veículo (solução salina a 

0,9% com 3 % de Tween 80, 10 ml/kg, v.o.), de acordo com Peskar et al. (2002). Em grupos 

adicionais, veículo foi administrado seguido por isopulegol (100 e 200 mg/kg, v.o.) antes da 

administração do etanolabs. Os controles receberam apenas veículo. Após 60 min da 

administração dos tratamentos, os animais foram expostos ao etanolabs para a indução das 

lesões. Um grupo de animais recebeu veículo e não foi exposto ao etanol.  Trinta minutos 

após a administração do etanolabs, os animais foram sacrificados, os estômagos retirados, as 

lesões foram medidas e expressas como descrito anteriormente. Para este experimento, foram 

utilizados 8 animais por grupo. 
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� Lesões gástricas induzidas por indometacina em camundongos  

 

 

As lesões gástricas foram induzidas pela indometacina (20 mg/kg, dissolvida em 0,5% 

de carboximetilcelulose e diluída em água destilada, v.o.), como descrito previamente 

(MOLINA et al., 2005; SANTOS et al., 2005). Após um período de jejum de 15 h, os animais 

(n= 8) foram tratados com isopulegol (25, 50, 100 e 200 mg/kg, p.o.), veículo (salina a 0,9% 

com 3 % de Tween 80, 10 ml/kg, v.o.) ou ranitidina (20 mg/kg, v.o., como controle positivo) 

60 min antes da administração da indometacina, enquanto o grupo controle recebeu veículo e 

não foi exposto ao agente agressor. De acordo com Bhargava e colaboradores (1973), 8 h após 

a indução das úlceras, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e tiveram seus 

estômagos removidos.  Subsequentemente, cada estômago foi aberto pela grande curvatura, 

lavados em salina 0,9 % e a extensão das lesões foi registrada, atribuindo-se escores, de 

acordo com a escala de Szabo et al. (1985), evidenciada no Quadro 4. As áreas lesionadas 

foram medidas por um único observador, que não conhecia a identificação dos grupos 

experimentais (estudo cego).  

 

  Injúria Escores 

Perda de pregas da mucosa 1 ponto 

Descoloração da mucosa 1 ponto 

Edema 1 ponto 

Hemorragias  1 ponto 

Número de petéquias  

 - Até 10 2 pontos  

 - Mais de 10 3 pontos 

 Intensidade da ulceração   

 - Úlceras ou erosão de até 1mm N x 2 

 - Úlceras ou erosão maiores que 1mm N x 3 

 - Úlceras perfuradas N x 4 

Quadro 4. Determinação de escores de lesões gástricas induzidas por indometacina 
Fonte:  Szabo et al. (1985)  
Nota: N = número de úlceras encontradas 
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5.3.4 Resultados 

 

 

� Efeito do isopulegol nas lesões gástricas induzidas por etanol em camundongos 

 

 

Os efeitos do isopulegol e ciproeptadina sobre as lesões gástricas induzidas por etanol 

estão mostrados na Figure 33. A administração oral de etanol absoluto (0,2 ml/animal) a 

camundongos pré-tratados com veículo induziu extensa área de lesão da mucosa gástrica 

(Salina + Etanol: 19,99 ± 1,36 %). O pré-tratamento com isopulegol, v.o., reduziu o 

percentual de área ulcerada com todas as doses testadas (25, 50, 100 e 200 mg/kg), mas 

apenas nas maiores doses (100 e 200 mg/kg), essa redução foi estatisticamente significante, e 

dose-dependente, quando comparado ao grupo controle tratado com veículo + 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 administração de isopulegol, por si só, não foi capaz de induzir qualquer lesão 

gástrica na mucosa dos animais, em todas as doses testadas, ou seja, os resultados foram 

semelhantes àqueles observados no controle que recebeu apenas veículo.  
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Figura 33. Efeito do tratamento com isopulegol em camundongos expostos ou não à 
ulceração gástrica induzida por etanol. 
Nota: Etanol absoluto (0,2 ml/animal) foi oralmente administrado à camundongos após 15 h de jejum. 
Isopulegol (ISO-25, 50, 100 e 200 mg/kg, v.o.), ciproeptadina (CIP, 10 mg/kg, i.p.) ou veículo (salina a 0,9 % 
com 3% de Tween 80, v.o.) foram administrados aos animais 60 min antes da administração do etanol. Grupos 
adicionais receberam diferentes doses de isopulegol ou veículo e não foram expostos ao etanol. Os resultados são 
expressos como média ± E.M.P. (n = 8). Para a análise estatística foi utilizado ANOVA seguido por Student 
Newman Keuls como teste post hoc. ***p< 0,001, significância estatística vs o grupo salina + etanol; # p< 0,001 
vs o grupo do ISO-100 + etanol.  
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� Avaliação histopatológica da mucosa gástrica de camundongos tratados com 

isopulegol e/ou etanol 

 

 

Os resultados referentes à análise histopatológica da mucosa gástrica dos 

camundongos estão 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) não apresentaram qualquer 

alteração microscópica da mucosa gástrica, quando comparado aos controles tratados apenas 

com veículo e não expostos ao agente estressor (Figura 34 A). No entanto, lesões severas 

foram observadas após a administração do etanol (Figura 34 B), caracterizadas por dano 

hemorrágico, edema, perda de células epiteliais e infiltrado inflamatório. 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 somatório dos escores de todos os parâmetros 

histopatológicos avaliados, ou seja, da hemorragia (0-4 escores), do edema (0-4 escores), da 

perda de células epiteliais (0-3 escores) e do infiltrado inflamatório (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 parâmetros. 
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Figura 34. Efeito macroscópico e microscópico na mucosa gástrica de camundongos pré-tratados ou não 
com isopulegol e submetidos às lesões gástricas induzidas por etanol.  
Nota: Fotografias dos estômagos abertos ao longo da grande curvatura (A-F) e análise microscópica com ampliação de 40 e 
100 X para cada grupo (A-F X 40 e 100). (A) Animais tratados apenas com veículo (salina a 0,9% com 3% de Tween 80, 
v.o.), mostrando aspectos histológicos normais; (B) Tratamento com etanol (0,2 mL/animal), evidenciando intensa 
infiltração inflamatória, edema, e moderada hemorragia e perda de células epiteliais; (C e D) Tratamento apenas com 
isopulegol (100 e 200 mg/kg), mostrando aspectos histológicos semelhantes ao controle normal; (E e F) Pré-tratamento com 
isopulegol (100 e 200 mg/kg, v.o.) antes da administração do etanol, mostrando preservação da mucosa gástrica, embora 
áreas de edema sejam ainda observadas com a dose de 100 mg/kg de isopulegol (E). Os resultados quantitativos desta 
análise são mostrados na Tabela 2. 
 



162 
 

Tabela 2. Avaliação microscópica da mucosa gástrica de camundongos tratados com 

isopulegol e/ou etanol absoluto.  

 

Tratamento 
Escore Microscópico  

Edema 
(escore 0–4) 

Dano 
Hemorrágico 
(escore 0–4) 

Infiltrado 
Inflamatório 
(escore 0–3) 

Perda de Células 
Epiteliais  

(escore 0–3) 

Veículo (Salina, 10 ml/kg)  

ISO (100 mg/kg) + Veículo  

ISO (200 mg/kg) + Veículo 

Veículo + Etanol (0,2 mL) 

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

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

0 

0 

0 

3 (2-4) 

2 (1-2)  

  1 (0-1)* 

0 

0 

0 

3 (1-4) 

     0 (0-1) * 

      0 (0-1) ** 

0 

0 

0 

3 (2-3)  

  1 (0-1)* 

      0 (0-1) ** 

0 

0 

0 

2 (1-2) 

0 (0-1) 

0 (0-1) 

Nota: Os animais (n=8) foram tratados oralmente com veículo (salina a 0,9 % com 3% de Tween 80, v.o.) ou 
isopulegol (ISO-100 e 200 mg/kg, v.o.) 60 min antes da administração do etanol (0,2 mL, v.o.). Outros grupos de 
animais receberam isopulegol (100 e 200 mg/kg, p.o.) seguido por veículo, v.o. As alterações histopatológicas da 
porção glandular dos estômagos foram avaliadas de acordo com os critérios descritos por Laine e Weinstein 
(1988): 1- edema (escore 0–4), 2- dano hemorrágico (escore 0–4), 3- infiltrado inflamatório (escore 0–3) e 4- perda 
de células epiteliais (score 0–3). Os resultados são apresentados como mediana, com valores máximos e mínimos 
mostrados entre parênteses (n = 5). *p< 0,05, **p< 0,01 vs  veículo + etanol. Foi utilizado o teste não paramétrico 
de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn como post hoc.  
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� Papel do óxido nítrico (NO) no efeito gastroprotetor do isopulegol em modelo de 

lesões gástricas induzidas por etanol em camundongos. 

 

 

A Figura 35 apresenta os efeitos do pré-tratamento dos animais com L-NAME na 

ação gastroprotetora do isopulegol.  No grupo pré-tratado com salina, o etanolabs induziu 

severo dano na mucosa gástrica (Salina + Etanol: 20,18 ± 1,08 %), o qual foi intensificado 

pela administração de L-NAME (10 mg/kg, i.p.) (L-NAME + Etanol: 41,11 ± 1,99 %; p< 

0,05). A administração 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 não 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 veículo e não exposto ao etanol, não 

apresentou lesões ulceradas na mucosa gástrica. 
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Figura 35. Efeito do L-NAME na gastroproteção induzida pelo isopulegol em 
camundongos submetidos à ulceração gástrica induzida pelo etanol.  
Nota: L-NAME (10 mg/kg, i.p.) ou veículo (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 veículo, enquanto 
o controle foi tratado apenas com veículo. Uma hora após os tratamentos, as lesões gástricas foram induzidas 
com estanolabs (0,2 mL, v.o.). Um grupo adicional recebeu veículo e não foi exposto ao etanol. Os resultados são 
apresentados como média ± E.P.M. (n = 8). Para a análise estatística foi utilizado ANOVA seguido por Student 
Newman Keuls como teste post hoc. ***p< 0,001, significância estatística vs o grupo veículo/controle + etanol.  
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� Determinação da concentração de glutationa (GSH) na mucosa gástrica e fígado 

de camundongos tratados com isopulegol e/ou etanol. 

 

 

A influência do tratamento com isopulegol e NAC no conteúdo de GSH de estômagos 

(A) e fígados (B) de camundongos é mostrada na Figura 36. Quando comparado aos 

controles normais (sem exposição ao agente estressor) (Controle: 136,50 ± 17,20), o grupo 

tratado com etanol mostrou uma concentração significantemente mais baixa de GSH nos 

estômagos (Salina + Etanol: 60,39 ± 4,85, p< 0,05). O pré-tratamento com isopulegol (200 

mg/kg, v.o.) e NAC (750 mg/kg, i.p.) reverteu essas alterações 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  conteúdo de GSH (ISO-100: 194,80 ± 21,04; ISO-200: 248,50 ± 23,89; p< 0,05), 

quando comparado aos animais controle tratados com veículo e não expostos ao etanol 

(Figura 36 A).  

 

Quando comparado ao controle tratado apenas com veículo (sem exposição ao etanol 

(Controle: 199,10 ± 18,22), o conteúdo de GSH no fígado dos animais também foi diminuído 

após administração oral de etanol (Salina + Etanol: 121,60 ± 12,32; p< 0,05), e o pré-

tratamento com isopulegol (100 e 200 mg/kg, v.o.) reverteu essa alteração (ISO-100 + Etanol: 

210,90 ± 17,99; ISO-200 + Etanol: 220,50 ± 9,36; p< 0,05). De forma semelhante ao ocorrido 

nos estômagos dos animais, o isopulegol administrado sozinho (sem a exposição ao etanol) 

promoveu um significante aumento na concentração de GSH também nos tecidos hepáticos, 

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 veículo (Figura 36 B).  

.  
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Figure 36. Efeito do isopulegol e N-acetil-l-cysteina (NAC) sobre o conteúdo de (GSH) 
em estômago (A) e fígado (B) de camundongos expostos ou não ao etanol 
Nota: Isopulegol (ISO-100 e 200 mg/kg, v.o.), veículo (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 administração do etanolabs (0,2 mL, v.o.). 
Grupos de animais receberem isopulegol (100 e 200 mg/kg, v.o.) seguidos de veículo e um grupo foi tratado 
apenas com veículo e não foi exposto ao agente agressor. Os resultados são apresentados como média ± E.P.M. 
(n = 8). Para a análise estatística foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste post hoc. 
(A) ap< 0,01 vs controle (veículo/salina); bp< 0,01 vs salina + etanol; cp< 0,001 vs controle (veículo/salina). (B) 
ap< 0,01 vs controle (salina),  bp< 0,01 vs salina + etanol; cp< 0,05 vs controle (veículo/salina).  
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� Papel das prostaglandinas (PGs) no efeito gastroprotetor do isopulegol em 

modelo de lesões gástricas induzidas por etanol em camundongos. 

 

 

A Figura 37 mostra os resultados do pré-tratamento com indometacina no efeito 

gastroprotetor do isopulegol. As lesões de mucosa gástrica 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.o.) 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 veículo e etanol (Indo + Etanol: 20,19 ± 

1,83%; p< 0,05), mostrou lesões gástricas superiores àquelas observadas no grupo tratado 

com veículo + etanol. Como esperado, o grupo tratado com veículo e não exposto ao etanol, 

não apresentou lesões ulceradas na mucosa gástrica. 
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Figura 37. Efeito do pré-tratamento com indometacina na gastroproteção  do isopulegol 
em camundongos submetidos à ulceração gástrica induzida pelo etanol.  
Nota: Os animais foram pré-tratados com indometacina (10 mg/kg, v.o.) ou veículo  (salina a 0,9% com 3% de 
Tween 80, v.o.) 2 horas antes da administração do isopulegol (100 e 200 mg/kg, v.o.). Um grupo recebeu 
indometacina seguido de veículo, enquanto o grupo controle recebeu apenas veículo. Após 60 min dos 
tratamentos, os camundongos foram expostos ao etanolabs (0,2 mL). Um grupo de animais recebeu veículo e não 
foi exposto ao etanol.  Os resultados são apresentados como média ± E.P.M. (n = 8). Para a análise estatística foi 
utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste post hoc. ***p< 0,001, significância 
estatística vs controle/salina + ethanol; # p< 0,05 vs salina + ISO-100. 
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� Papel dos canais de potássio ATP-dependentes (KATP) no efeito gastroprotetor do 

isopulegol em modelo de lesões gástricas induzidas por etanol em camundongos. 

 

 

O papel dos canais de potássio ATP-dependentes (KATP) no efeito gastroprotetor do 

isopulegol pode ser observado na Figura 38. No grupo pré-tratado com salina, o etanolabs 

induziu severo dano na mucosa gástrica (Salina + Etanol: 27,45 ± 1,36 %), o qual foi 

revertido pela administração 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 KATP, significantemente reduziu a gastroproteção 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 

veículo e não exposto ao etanol, não apresentou lesões ulceradas na mucosa gástrica.  
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Figura 38. Efeito do pré-tratamento com glibenclamida na gastroproteção do isopulegol 
em camundongos expostos à ulceração induzida por etanol.  
Nota: Os animais foram pré-tratados com glibenclamida (Glib, 10mg/kg, i.p.) ou veículo (salina a 0,9% com 3% 
de Tween 80, v.o.) 15 min antes da administração do isopulegol (100 e 200 mg/kg, v.o.). Um grupo recebeu 
glibenclamida seguido de veículo, enquanto o grupo controle recebeu apenas veículo. Após 60 min dos 
tratamentos, os camundongos foram expostos ao etanolabs (0,2 mL). Um grupo de animais recebeu veículo e não 
foi exposto ao etanol. Os resultados são apresentados como média ± E.P.M. (n = 8).  Para a análise estatística foi 
utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste post hoc. ***p< 0,001, significância 
estatística vs controle/salina + etanol; # p< 0,05 vs salina + ISO-100. 
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� Efeito do isopulegol nas lesões gástricas induzidas por indometacina em 

camundongos. 

 

 

Neste modelo, o tratamento dos animais com indometacina (20 mg/kg, v.o.) após 

veículo foi capaz de induzir severo dano sobre a mucosa gástrica [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 lesões gástricas, mas apenas nas maiores doses (100 e 200 mg/kg), 

essa redução 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, 

i.p.), usada como controle positivo, como esperado, promoveu significante redução nas lesões 

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

úlcera gástrica induzida por indometacina.  

Grupos e Doses  (n = 8/grupo) Escores das Lesões Gástricas  

Veículo (Salina, 10 ml/kg)   

Veículo (Salina, 10 ml/kg) + Indometacina (20 mg/kg)  

ISO (25 mg/kg) + Indometacina (20 mg/kg)  

ISO (50 mg/kg) + Indometacina (20 mg/kg)  

ISO (100 mg/kg) + Indometacina (20 mg/kg)  

ISO (200 mg/kg) + Indometacina (20 mg/kg)   

Ranitidina  (20 mg/kg) + Indometacina (20 mg/kg)   

0 

 12 (9-13) 

  9  (6-13) 

  8  (6-12) 

    5  (4-7) * 

      3  (1-7) ** 

      3  (2-7) ** 

Nota: Os animais receberam veículo (salina a 0,9% com 3% de Tween 80, v.o.), isopulegol (25, 50, 100 e 200 
mg/kg, v.o.) ou ranitidina (20 mg/kg, v.o.) 60 min antes da administração de indometacina (20 mg/kg, v.o.), 
enquanto o grupo controle recebeu apenas veículo. O grau de ulceração foi graduado de acordo com uma escala 
arbitrária descrita por Szabo et al. (1985) (Quadro 4). Os resultados são apresentados como mediana, com 
valores mínimos e máximos mostrados entre parêntese (n = 8). *p < 0,05; **p <0,01, significância estatística 
quando comparado com o grupo veículo + indometacina. Para a análise estatística foi usado o teste não 
paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn como post hoc.  
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5.3.5 Discussão 

 

 

Nos últimos anos, vários estudos têm documentado a atividade gastroprotetora de 

constituintes fitoquímicos, tais como flavonóides (RAO et al., 1997), resinas (PAIVA et al., 

1998), alcalóides (BAGGIO et al., 2005), saponinas (MORIKAWA et al., 2006) e vários 

terpenos (LEWIS; HANSON, 1991; PERTINO et al., 2007). No presidente capítulo, nós 

decidimos investigar se o isopulegol, um monoterpeno álcool, seria capaz de apresentar algum 

efeito gastroprotetor em modelos experimentais clássicos de úlcera gástrica aguda e avaliar os 

possíveis mecanismos de ação envolvidos. Os resultados do presente capítulo demonstram 

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

 
Vários mecanismos têm sido envolvidos na produção de úlcera gástrica. Essas lesões 

parecem ser desenvolvidas quando há um desequilíbrio entre as forças lesivas (HCl, pepsina, 

gastrina, proteases, radicais livres, etanol, nicotina, isquemia, leucotrienos, AINES, estresse e 

Helicobacter pylori) e os mecanismos de defesa da mucosa (óxido nítrico, grupos sulfidrílicos 

não-protéicos, prostaglandinas, muco, bicarbonato e fluxo sanguíneo na mucosa) (GLAVIN; 

SZABO, 1992). Nesse contexto, não é possível propor apenas um único mecanismo para o 

efeito gastroprotetor de uma droga em particular (SINGH et al., 2008). Assim, diferentes 

modelos e ensaios experimentais têm sido citados para avaliar a atividade gastroprotetora de 

substâncias (ROBERT et al., 1979; BHARGAVA et al.,1973; SZABO et al., 1985; 

SEDLAK; LINDSAY, 1968).  

 

O álcool é um dos principais agressores da mucosa gástrica em humanos. Essa 

substância é conhecida como uma toxina entérica que afeta a estrutura e função de vários 

elementos do trato gastrintestinal. Entre as complicações mais graves do trato gastrintestinal 

provocadas pelo consumo indiscriminado de etanol, estão a gastrite e as úlceras gástricas. De 

fato, é bem documentado na literatura que a administração de etanol em altas concentrações 

causa severas lesões na mucosa gástrica, envolvendo extensas hemorragias e destruição de 

tecido (LACY, 1988). Dessa forma, a úlcera gástrica induzida por etanol (UGIE) em ratos e 

camundongos é considerado um dos principais modelos utilizados para estudar a patogênese 

de ulcerações de mucosa gástrica (RAHGOZAR et al., 2002). Neste capítulo, diferentes doses 

de isopulegol foram testadas no modelo de UGIE, com o objetivo de determinar a(s) dose(s) 

efetiva(s) necessária(s) a um possível efeito antiulcerogênico. Nossos resultados mostraram 
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que o pré-tratamento dos animais com isopulegol diminuiu o dano gástrico induzido pelo 

etanol em todas as doses testadas, mas apenas nas doses mais altas (100 e 200 mg/kg) este 

parâmetro foi significante, e dose-dependente. Esses resultados sugerem que o isopulegol, 

provavelmente, atua como um agente citoprotetor/antiulcerogênico direto.   

 

Os resultados obtidos com a análise histopatológica da mucosa gástrica dos animais  

confirmaram microscopicamente os achados da análise macroscópica. Foi observado que a 

administração do etanol induziu severos danos na mucosa, caracterizados por hemorragia, 

edema, perda de células epiteliais e infiltrado inflamatório. Esses resultados estão de acordo 

com diversos estudos previamente descritos, os quais relatam que o etanol é capaz de induzir, 

microscopicamente, hemorragias subepiteliais focais na mucosa gástrica. Esses estudos 

afirmam que tais efeitos são causados pelas ações tóxicas diretas do etanol e, indiretamente, 

por mediadores e outras moléculas de sinalização as quais provocam inflamação ou apoptose, 

e ainda, pela redução do fluxo sanguíneo gástrico (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 

peroxidação de lipídios nas membranas celulares, um evento crítico responsável pela 

hemorragia e edema nas células musculares lisas e endoteliais (JONSSON; PALMBLAD, 

2001; ALTURA; GEBREWOLD, 2002). Os achados microscópicos do pré-tratamento com 

isopulegol também corroboram aqueles macroscópicos, desde que esse monoterpeno foi capaz 

de inibir significativamente as alterações histopatológicas na mucosa gástrica induzidas pelo 

etanol. Assim, a análise estatística de escores macro- e microscópicos revelaram uma 

excelente correlação, confirmando a efetividade da avaliação macroscópica. Juntos, esses 

resultados sugerem fortemente um significante efeito protetor do isopulegol contra lesões 

gástricas induzidas por etanol.  

 

Embora os mecanismos da UGIE não sejam completamente compreendidos, é 

extensamente documentado que a patogênese dessas lesões em animais é multifatorial 

(OATES; HAKKINEN, 1988; TAN et al., 2002). O etanol provoca uma diminuição da 

função da barreira muco-bicarbonato e do grupamento sulfidrílico não-protéico (GSH), induz 

estresse oxidativo, aumenta a permeabilidade epitelial e provoca danos à mucosa, 

principalmente, devido à lesões vasculares e diminuição do fluxo sangüíneo da mucosa 

gástrica (REPETTO; LLESUY, 2002; SIEGMUND et al., 2003).  Patofisiologicamente, a 

lesão gástrica provocada pelo álcool é mediada ou modulada por diversos fatores tais como a 

cicloxigenase, lipoxigenase, citocinas, tromboxanos e radicais livres derivados do oxigênio 
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(SAIKA et al., 2000; TARNAWISK et al., 1998). Na tentativa de analisar a participação de 

fatores protetores da mucosa gástrica contra o etanol, no presente capítulo nós investigamos o 

envolvimento do NO, PGs, canais de KATP e GSH no efeito gastroprotetor do isopulegol.  

 

Diversos estudos têm sugerido que a vasodilatação é importante na manutenção da 

integridade gástrica porque aumenta o fluxo sanguíneo, mas também previne a ativação de 

fatores inflamatórios e remove substâncias irritantes (KONTUREK et al., 1993; WALLACE; 

GRANGER, 1996). Desta forma, o NO, um potente agente vasodilatador produzido via NOS, 

é considerado um regulador da hemodinâmica da mucosa gástrica tanto em condição de 

repouso quanto após o uso do etanol (RAHGOZAR et al., 2002). Além de atuar na regulação 

do fluxo sanguíneo capilar da parede gastrintestinal, no estômago, o NO também participa do 

controle da produção de muco e secreção de bicarbonato, e atua como agente citoprotetor, 

anti-inflamatório e como complemento aos efeitos protetores das prostaglandinas 

(MUSCARA; WALLACE, 1999, LI et al., 2000), desempenhando, portanto, papel 

significante no mecanismo de gastroproteção (LONG-RUI et al., 2005; OLINDA et al., 

2008).  Por outro lado, em altas concentrações, o NO pode induzir a formação de radicais 

derivados do nitrogênio, que são tóxicos para várias linhagens celulares (WALLACE; 

MILLER, 2000). No presente estudo, o pré-tratamento dos animais com L-NAME, um 

inibidor da atividade da NOS, não foi capaz de reverter a gastroproteção promovida pelo 

isopulegol contra UGIE, sugerindo que o seu efeito antiúlcera, provavelmente, não é mediado 

pela via do NO.  

 

Estudos prévios têm demonstrado que o mecanismo da atividade gastroprotetora de 

vários terpenos envolve o reforço de diferentes fatores defensivos da mucosa gástrica, além da 

inibição de fatores agressivos tais como a secreção de ácido gástrico ou pepsina (SÁNCHEZ 

et al., 2006; RODRÍGUEZ et al., 2005). O estresse oxidativo tem sido considerado um fator 

comum na patogênese de úlceras induzidas por diferentes modelos experimentais e clínicos 

(DEMIR et al., 2003; ANDRADE et al., 2007). As ERO são lesivas através de uma variedade 

de mecanismos, dentre eles a peroxidação dos ácidos graxos das membranas celulares. As 

mudanças conformacionais nos ácidos graxos resultantes da peroxidação lipídica alteram a 

permeabilidade e fluidez da membrana, prejudicando as funções dos receptores, canais 

iônicos e outras proteínas que fazem parte da membrana (FREEMAN; CRAPO, 1982). Neste 

contexto, estudos demonstram que o tratamento agudo com etanol promove estresse oxidativo 

com conseqüente aumento da peroxidação lipídica, aumentando assim os níveis de 
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malonildialdeído, e depletando os níveis dos grupos sulfidrilas não-proteicos, tais como GSH, 

em tecido de estômago (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 úlceras gástricas induzidas por etanol, compostos 

antioxidantes podem ser ativos nesse modelo experimental complexando-se com os radicais 

livres e, assim, produzir efeitos antiulcerogênicos (MATSUDA et al., 1999; HIRUMA-LIMA 

et al., 2009). Como exemplo, estão os compostos sulfidrilas, que desempenham um 

importante papel no reparo de danos celulares quando agentes oxidantes estão envolvidos no 

processo de injúria (SZABO et al., 1981). A glutationa (GSH) é um tripeptídeo composto de 

glutamato, glicina e cisteína, e está presente em altas concentrações no estômago quando 

comparado com outros órgãos, sugerindo o seu papel protetor como um composto 

antioxidante endógeno (MILLER et al., 1985; DEMIR et al., 2003). Normalmente, a GSH 

atua como um “seqüestrador” de radicais livres e de substâncias tóxicas presentes no TGI, 

produzidas durante a alimentação (SHIRIN et al., 2001). Sob condições de estresse oxidativo, 

como no tratamento com etanol, as ERO são reduzidas pelo GSH com a concomitante 

formação de glutationa oxidada (GSSG). Além da sua ação como um antioxidante químico, a 

GSH também atua na primeira linha de defesa antioxidante como um cofator da glutationa 

peroxidase na redução de peróxidos que também resulta na formação de GSSG (CNUBBEN 

et al., 2001).   

 

Na tentativa de determinar uma possível ação antioxidante do isopulegol, nós 

avaliamos a participação da GSH no efeito gastroprotetor desse monoterpeno em modelo de 

úlcera induzido pelo etanol. De acordo com estudos prévios (TRIER et al., 1987; 

PONGPIRIYADACHA et al., 2003), nossos resultados mostraram que a concentração de 

GSH na mucosa gástrica foi significantemente reduzida após a administração de etanol. 

Quando os animais foram pré-tratados com isopulegol, observou-se uma reversão de tais 

alterações, 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 gastroproteção através de um mecanismo 

que dependa também de uma ação antioxidante. Esses resultados também refletem estudos já 

estabelecidos na literatura os quais demonstram o papel antioxidante atribuído a vários 

terpenóides (SANTOS; RAO, 2001; GUEDES et al., 2008; GOMES  et al., 2009). Ainda, 

esta provável ação antioxidante apresentada pelo isopulegol está de acordo com os dados 
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obtidos no segundo capítulo deste estudo, onde o isopulegol não apenas foi capaz de reverter 

a diminuição de GSH induzida pelo PTZ no hipocampo de animais, como também preveniu o 

aumento de peroxidação lipídica e preservou a atividade da enzima catalase.  

 

De forma semelhante ao observado no Capítulo II, no presente capítulo, quando o 

isopulegol foi administrado sozinho (sem a exposição posterior ao agente agressor), a 

concentração de GSH foi significantemente maior do que aquela apresentada pelos animais 

controle normais (tratados apenas com veículo e não expostos ao etanol). Esses resultados 

sugerem que o isopulegol preveniu a redução de GSH induzida pelo etanol, possivelmente, 

induzindo um aumento no conteúdo de GSH gástrico. De fato, é documentado na literatura 

que a proteção de células contra o estresse oxidativo está relacionada a um conteúdo elevado 

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

 

É também bem documentado que uma grande quantidade de GSH é encontrada em 

vários órgãos digestivos além do estômago, especialmente no fígado e baço (SUGAI et al., 

1968), e que a exposição aguda ao etanol promove também uma significante diminuição do 

conteúdo de GSH nesses tecidos (KIM et al., 2008). Para investigar se o isopulegol estaria 

atuando localmente no estômago ou se um possível envolvimento sistêmico estaria presente 

na sua ação, nós decidimos quantificar também o conteúdo de GSH hepático nos 

camundongos pré-tratados com isopulegol e expostos ou não ao etanol. Como esperado, o 

tratamento com etanolabs resultou em acentuada diminuição do GSH nos homogenatos de 

fígado, o que está de acordo com Speisky et al. (1985). O pré-tratamento com isopulegol foi 

capaz não apenas de reverter a diminuição do GSH hepático induzida pelo etanol, como 

também induziu aumento de GSH nos camundongos normais tratados apenas com veículo. 

Desta forma, os resultados obtidos na presente dosagem hepática corroboram a nossa hipótese 

de que o isopulegol, por si só, poderia estar induzindo um aumento no conteúdo normal de 

GSH nos tecidos estudados. Nossos resultados sugerem ainda que, a provável ação 

antioxidante do isopulegol referente à GSH tenha, possivelmente, um componente sistêmico. 

No entanto, estudos adicionais são necessários para esclarecer se o isopulegol estaria 

promovendo aumento no conteúdo de GSH por prevenir a sua depleção ou por induzir a sua 

síntese. 

Diversos estudos têm também demonstrado que as prostaglandinas endógenas estão 

envolvidas no efeito gastroprotetor de diferentes terpenos naturais ou sintéticos (MATSUDA 
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et al., 2002; SÁNCHEZ et al., 2006). Este efeito citoprotetor tem sido estabelecido desde que 

a administração de prostaglandinas exógenas foi capaz de proteger a mucosa gástrica contra 

diferentes agentes necrosantes (ROBERT et al., 1979; KUNIKATA et al., 2001). Na mucosa 

estomacal, as prostaglandinas parecem estimular a secreção de bicarbonato e muco, manter o 

fluxo sanguíneo, inibir a secreção ácida, bem como regular a renovação e reparo celular 

(RAINSFORD, 1987). Desta forma, drogas anti-inflamatórias não esteroidais, tais como a 

aspirina e indometacina, são conhecidas por induzir úlceras durante o curso da terapia anti-

inflamatória (JASZEWSKI et al., 1992). A ulceração induzida por essas drogas é atribuída, 

principalmente, à inibição da síntese de prostaglandinas via caminho das cicloxigenases  

(COX-1 e 2) (RAINSFORD, 1987; WALLACE et al., 2001b).  

 

Para investigar o papel das prostaglandinas na gastroproteção oferecida pelo 

isopulegol, os camundongos foram pré-tratados com indometacina, um inibidor não seletivo 

da cicloxigenase, antes da indução das úlceras por etanol. Nossos resultados mostraram que o 

pré-tratamento dos animais com indometacina reduziu significativamente a proteção oferecida 

pelo isopulegol (100 mg/kg) contra as lesões gástricas. A ausência de efeitos na dose mais alta 

de isopulegol (200 mg/kg) pode estar relacionada à dose de indometacina usada, a qual, 

provavelmente, não 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 potássio ATP-dependentes (KATP) são uma classe de proteínas reguladas 

por ligantes que parecem estar envolvidas com uma variedade de funções fisiológicas do 

estômago, tais como a regulação do fluxo sanguíneo gástrico, a secreção ácida e a 

contratibilidade estomacal (GARCIA et al., 1997). No sistema vascular, esses canais estão 

implicados no relaxamento do músculo liso vascular, possuindo um papel importante no 

controle da pressão sanguínea (NELSON; QUAYLE, 1995). Essa vasodilatação pode ser 

bloqueada pela glibenclamida, uma sulfoniluréia que causa bloqueio dos canais de KATP. A 

diminuição do fluxo sanguíneo gástrico é uma das possibilidades pelas quais a glibenclamida 

poderia aumentar as lesões gástricas induzidas por etanol. Também foi mostrado que o efeito 

lesivo direto da indometacina na mucosa gástrica de rato pode ser agravado pelo uso da 

glibenclamida. Entretanto esse efeito pode ser inibido com o uso de cromacalina ou 

diazóxido, substâncias que ativam e abrem os canais de potássio em diversos tecidos (AKAR 

et al., 1999; GOMES et al., 2006). Ainda, Peskar et al. (2002) demonstraram que a 



179 
 

gastroproteção promovida pelas prostaglandinas é inibida não somente pela indometacina, 

mas também pela glibenclamida. Estes dados sugerem que o mecanismo de ação das 

prostaglandinas endógenas e exógenas envolve a ativação dos canais de KATP. Recentes 

estudos têm também sugerido a participação dos canais de KATP nos modelos de úlcera 

induzida por indometacina (GOMES et al., 2006) e por etanol (MEDEIROS et al., 2008), nos 

quais as prostaglandinas foram mostradas como prováveis 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, nós podemos, então, sugerir a participação dos canais 

de KATP no efeito gastroprotetor do isopulegol, onde, possivelmente, as prostaglandinas 

poderiam estar envolvidas na ativação desses canais.   

 

Para confirmar ou não a participação das prostaglandinas no efeito gastroprotetor do 

isopulegol, nós conduzimos também o modelo de lesões gástricas induzidas por 

indometacina. Neste experimento, o pré-tratamento com isopulegol promoveu uma redução 

no dano gástrico 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 à ranitidina, usada como controle positivo. Considerando que as ulcerações 

induzidas pela indometacina são atribuídas, principalmente, à inibição de síntese de 

prostaglandinas, os resultados do presente teste corroboram os nossos achados acima citados, 

e fortemente sugerem o envolvimento das prostaglandinas na gastroproteção oferecida pelo 

isopulegol.  

 

Em resumo, os resultados do presente capítulo demonstraram que o isopulegol 

apresentou significante efeito gastroprotetor em ambos os modelos de úlcera gástrica induzida 

por etanol e indometacina. Este efeito parece ser mediado, pelo menos em parte, pelas 

prostaglandinas endógenas, pela abertura dos canais de KATP e por propriedades antioxidantes 

referentes ao aumento no conteúdo de GSH. Entretanto, o potente efeito depressor do SNC 

induzido por este monoterpeno em altas doses, como visto no Capítulo II, deve ser 

considerado. Neste sentido, futuros estudos são ainda necessários para esclarecer o exato 

mecanismo de ação gastroprotetora do isopulegol, como também para avaliar o perfil de 

segurança de seu uso. 
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6 CONCLUSÕES 

 

 

A investigação dos efeitos farmacológicos centrais e da atividade gastroprotetora da 

administração aguda de isopulegol em camundongos permitiu as seguintes conclusões: 

 

 

� Os resultados dos testes do LCE e hole board sugerem que o isopulegol apresenta 

efeito ansiolítico, o qual está relacionado, pelo menos em parte, à modulação positiva dos 

receptores GABAA/BZP. Este efeito não foi acompanhado de ação sedativa em doses baixas 

de isopulegol, o que foi evidenciado pela ausência de diminuição de ALE no teste do campo 

aberto.  

 

� Os parâmetros observados no teste do nado forçado, suspensão da cauda e tempo de 

sono induzido por pentobarbital sugerem que o isopulegol apresenta possível efeito depressor 

do SNC e corroboram com a sua ação ansiolítica observada.  

 

� Os resultados observados nos experimentos comportamentais de ansiedade e 

depressão são consistentes com a redução na concentração das monoaminas cerebrais (DA e 

NA) observadas em corpo estriado.  

 

� O isopulegol apresentou atividade anticonvulsivante e bioprotetora contra convulsões 

induzidas pelo PTZ. Tais efeitos foram dependentes da dose, os quais foram mais evidentes 

nas doses mais altas testadas. Estas ações estão, possivelmente, relacionadas à modulação 

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

 

� O isopulegol apresentou significante efeito gastroprotetor em ambos os modelos de 

úlcera gástrica induzida por etanol e indometacina. Este efeito foi também dependente da dose 

e parece ser mediado, pelo menos em parte, pelas prostaglandinas endógenas, pela abertura 

dos canais de KATP e por propriedades antioxidantes referentes ao aumento de conteúdo de 

GSH.  
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