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RESUMO

O Timol (2-isopropil-5-metil-fenol) um isdmero do Carvacrol. Apresenta-se como
cristal incolor grandes ou p6 cristalino branco. E um monoterpeno extraido do 6leo
essencial de diversas plantas aromaticas, sendo o componente principal do 6leo
essencial do alecrim-pimenta (Lippia sidoides), constituindo aproximadamente 48%
da sua composicao. Este trabalho avaliou as a¢gées comportamentais do timol em
modelos animais de ansiedade, depressao, convulsdo e sedacao, tais como labirinto
em cruz elevado (LCE), campo aberto, rota rod, nado forcado, suspenséo da cauda,
convulsao induzida por pentilenotetrazol e tempo de sono induzido por pentobarbital.
Timol foi administrado por via oral, em camundongos machos, em doses Unicas de
25mg/Kg ou 50 mg/Kg. Os resultados mostraram que o timol nas duas doses
estudadas, n&do causou efeito relaxante muscular no teste do rota Rod nem alterou o
ndamero de cruzamentos no teste do campo aberto, mas reduziu o grooming. No
LCE ambas as doses estudadas do timol aumentaram todos o0s parametros
observados sugerindo um possivel efeito ansiolitico. O flumazenil, um antagonista
dos receptores GABAA/Benzodiazepinico, reverteu este efeito. No teste do tempo de
sono induzido por pentobarbital o timol ndo alterou a laténcia, mas aumentou a
duracdo do sono. Entretanto este teste embora sendo sensivel para agentes
depressores do SNC néo é especifico pois compostos que possam interferir com a
biotransformacdo do pentobarbital. No teste da convulsdo induzida por
pentilenotetrazol, timol aumentou a laténcia da convulsdo na dose de 50mg/Kg, no
entanto ndo foi capaz de alterar a laténcia de morte e a mortalidade dos animais.
Timol apresentou efeito antidepressivo no teste do nado forcado e da suspensao da
cauda. Este efeito foi revertido pelo pré-tratamento dos animais com PCPA (um
inibidor da sintese de serotonina), Prazosina e loimbina (antagonistas dos
receptores adrenérgicos), SCH23390 e Sulpirida (antagonistas dos receptores
dopaminérgicos). Estes resultados sugerem que o timol apresenta efeitos
ansioliticos provavelmente relacionados com o sistema GABAérgico e efeitos
antidepressivos associados aos sistemas serotonérgico, noradrenérgico e
dopaminérgico sem causar sedacao.

Palavras-chave: Ansiedade. Depresséo. Timol.



ABSTRACT

Thymol (2-isopropyl-5-methyl-phenol) an isomer of Carvacrol. Present as large
colorless crystals or white crystalline powder. It is a monoterpene essential oll
extracted from various herbs, and the main component of the essential oil of
rosemary-pepper (Lippia sidoides), constituting approximately 48% of its
composition. This paper presents the behavioral actions of thymol in animal models
of anxiety, depression, seizures and sedation, such as elevated plus maze (EPM),
open field, rota rod, forced swim, tail suspension, seizure induced by
pentylenetetrazol and pentobarbital-induced sleep time. Thymol was administered
orally in male mice at doses of 25mg/kg and 50mg / kg. The results showed that
thymol at both doses studied did cause muscula relaxament activits change
locomotor activity on the test rota rod nor the number of crossings in the open field
test, but reduced The grooming was reduced with the administration of thymol in the
open field test. At both doses studied LCE thymol increased all parameters observed
suggesting a possible anxiolytic effect. Flumazenil, an antagonist of GABA/
benzodiazepine, reversed this effect. In the test of sleep time induced by
pentobarbital thymol not alter the latency but increased sleep duration. Although this
test is sensitive to CNS depressant agents but is not specific for compounds which
would interfere with the biotransformation of pentobarbital. In the test of
pentylenetetrazol-induced seizures, thymol increased latency of seizure at the dose
of 50mg/kg, however was not able to change the mortality of animals. Thymol
showed antidepressant effect in the forced swim test and the tail suspension. This
effect was reversed by pretreatment of animals with PCPA (a serotonin synthesis
inhibitor), Prazosin and Yohimbine (adrenoreceptor antagonists), SCH23390 and
Sulpiride (dopamine receptor antagonists). These results suggest that thymol shows
anxiolytic effects probably associated with the GABAergic system and antidepressant
effects associated with the serotonergic, noradrenergic and dopaminergic without
causing sedation.

Keywords: Anxiety.Depression. Thymol.
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1 INTRODUCAO

1.1 Ansiedade

A ansiedade estd entre os transtornos enfrentados por muitas pessoas
no século 21 e notadamente reduz a qualidade de vida e causa inUmeras perdas
financeiras. De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude, aproximadamente
450 milhdes de pessoas em todo o mundo sofrem de algum tipo de transtorno
mental comportamental (SOUSA; OLIVEIRA; FERNANDES, 2012).

A ansiedade € uma emocao normal em circunstancias de ameaca e é
considerada como fazendo parte de reagdo de sobrevivéncia evolutiva de “luta ou
fuga”, no entanto ha varias circunstancias nas quais a presenga da ansiedade nao é
adaptativa e constitui um transtorno psiquiatrico. Dentre estes transtornos podemos
citar os transtornos de ansiedade generalizada, transtorno de panico, transtorno de
ansiedade social, transtorno de estresse pdés-traumatico e transtorno obsessivo
compulsivo (STAHL, 2010).

A ansiedade se manifesta de diferentes formas e entre as sensacgdes
mais caracteristicas € de estrangulamento ou constricdo, sendo descrita como uma
sensacao desagradavel que se constitui em uma motivacdo negativa, isto €, no
desejo de fazer alguma coisa para evitar, atenuar ou eliminar o estado de desprazer.
O medo inibe outros sistemas motivacionais, diminuindo o apetite, a libido e a dor
(GRAEFF; GUIMARAES, 2001).

Segundo Reardon et al.,, 2009 os transtornos de ansiedade apresentam
consequéncias relevantes na economia da sociedade, pois afetam negativamente o
funcionamento das atividades diarias e aumentam o risco de desenvolvimento de
outros tipos de desordens.

Keeley e Storck em 2009 relataram que criancas e adolescentes tambéem
estdo expostos aos transtornos de ansiedade que néo se restringem somente aos
adultos e ainda entre estes as mulheres possuem uma probabilidade duas vezes
maior de preencherem os critérios para transtorno do panico, transtorno de
ansiedade generalizada e transtorno de estresse pos-traumatico ao longo da vida.

A gravidade dos sintomas também mostra-se acentuada nas mulheres,
gue tendem a apresentar transtornos de ansiedade com mais frequéncia e

outrascomorbidades psiquiatricas em comparag¢ao com os homens. Kinrys e Wygant
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(2005) afirmam ainda que os fatores genéticos e os hormdnios sexuais femininos
podem desempenhar papéis importantes na expressdo dessas diferencas de
género.

Para elucidacdo da neurobiologia do medo podemos relatar que a
amigdala, centro cerebral em forma de améndoa localizado nas proximidades do
hipocampo, tem conexdes anatbmicas importantes que permitem que ela integre
informacgdes sensoriais e cognitivas e determine entdo se vai haver uma resposta de
medo onde o0 mesmo pode ser regulado pelas conexdes reciprocas que a amigdala
tem em comum com &reas-chave do cértex pré-frontal que regulam as emocdes,
pode-se identificar também reacdes motoras das conexdes da amigdala com o
tronco cerebral e enddcrinas decorrentes da conexdo com o hipotadlamo alterando
os niveis de cortisol (STAHL, 2010).

Respostas adaptativas ao medo de forma cronica e persistente podem
desencadear um aumento a predisposicdo de algumas comorbidades como Doenca
arterial coronariana, Diabete tipo 2 e Acidente Vascular Cerebral. Agudamente o
sinal mais comum em resposta a situacfes de medo é um aumento da frequéncia
respiratéria o que pode levar a sintomas indesejados de dispneia, exacerbacao de
asma ou uma falsa sensac¢ao de estar sendo sufocado.

O tratamento da ansiedade abrange métodos psicoterapéuticos
(psicoterapia  comportamental, relaxamento), terapia comportamental e
farmacoldgico, isoladamente ou em combinagdo. Dentre os farmacos utilizados no
tratamento da ansiedade podemos citar os Inibidores Seletivos da Recaptacao de
Serotonina (Fluoxetina, Sertralina, Fluvoxamina, Paroxetina), Antidepressivos
triciclicos, Inibidores da MAO, B-bloqueadores (no caso de ansiedade social),
Buspirona e Benzodiazepinicos (GRAEFF; GUIMARAES, 2001; FRICCHIONE,
2004)

Um agente ansiolitico deve reduzir a ansiedade e exercer um efeito
calmante com pouco ou nenhum efeito sobre as fungcdes motoras ou mentais.
Véarias drogas ansioliticas usadas rotineiramente, principalmente  0s
benzodiazepinicos estéo entre as classes de drogas que modulam alostericamente
0s receptores gabaérgicos do tipo GABA A (OLSON, 2002).

Segundo Christmas et al., (2008) o acido y-aminobutirico (GABA) é o
principal neurotransmissor inibitério do SNC e um grande numero de agentes

ansioliticos atuam como agonistas deste receptor (Figura 1).
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Figura 1: receptor GABA A

GABA

Fonte: http://www.synapticplastic.com/2011

Os benzodiazepinicos se ligam a um sitio alostérico do receptor GABAA,
causando uma mudanca conformacional no receptor e aumentando a afinidade entre
0 GABA e 0 seu sitio receptor na subunidade B. O resultado é a abertura do canal
cloreto, influxo de ions cloreto e consequente hiperpolarizacdo da célula (FEREN,
2006).

Segundo tratamento de transtornos de ansiedade os benzodiazepinicos
sdo amplamente utilizados e o alprazolam e o clonazepam possuem uma maior
eficacia nos disturbios do panico e fobias (PANUS, 2011).
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1.2 Depresséao

A Depresséo esta se tornando uma das doencas que apresenta maior
incidéncia atualmente. Mais de 350 milhfes de pessoas no mundo sofrem de
depressao ou problemas mentais e segundo estimativas da Organizacdo Mundial da
Saude (OMS), em 2020 o transtorno depressivo maior sera a segunda maior causa
de incapacidade no mundo (BRASIL, 2006).

Os seres humanos se entristecem ou se alegram com facilidade em
decorréncia de acontecimentos da vida. A depressdo maior se caracteriza pela
ocorréncia de episddios depressivos, com pelo menos duas semanas de humor
deprimido ou perda de interesse na maior parte das atividades, acompanhados de
ao menos quatro sintomas adicionais de depressao, que incluem sentimentos de
desesperanca, desvalia, culpa, desamparo, associados a alteracdes de apetite e
sono, fadiga, retardo ou agitacdo psicomotora, diminuicdo do desempenho sexual,
dificuldade de concentracdo e raciocinio e pensamentos recorrentes sobre a morte,
com ou sem tentativas de suicidio (GUIMARAES, 2001).

A depressdo maior € uma das formas mais comuns da doenca e pode
levar a perda da independéncia funcional. Pessoas idosas com depressao tendem a
apresentar maior comprometimento fisico, social e funcional, afetando sua qualidade
de vida. A idade pode ser um fator de risco para depressao, ja que, com 0 avancar
da idade, aumenta-se o risco de desenvolver doencas mentais, comprometendo
também a capacidade funcional do individuo (STELLA, et al., 2002).

Vérios estudos apontam que a maior parte dos idosos que apresentam
sintomatologia depressiva. Barrantes-Monge et al., realizaram um estudo com 2.383
idosos e reportaram que a depressao esta entre as mais frequentes comorbidades
relacionadas com a dependéncia funcional. Outro estudo, realizado com 310 idosos
residentes no nordeste do Brasil, ressalta a intima dependéncia entre depressao e
capacidade funcional, afirmando ser a limitagcdo funcional um dos potenciais fatores
associados ao aparecimento e ao agravamento dos quadros depressivos na
populacao idosa (MACIEL, 2006).

A etiologia da depresséo estéa relacionada a inidmeros fatores que podem
abranger aspectos biologicos, socioeconémicos, mudancas ambientais, doenca
cronica, gravidez e apds o parto onde episédios depressivos podem ocorrer apds

uma situacao estressante ou de perda como em uma crise financeira, separa¢éo ou
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morte de um ente querido, apés uma situacédo estressante como um assalto, estupro
ou sequestro. E ainda estes fatores podem ser agravados caso haja predisposicao
genética para o desenvolvimento da doenca (MACIEL, et al., 2006; CHEN et al.,
2009).

A depressao pode ainda ser desencadeada por algumas doencas fisicas
como: esclerose multipla, derrame, hepatite, hipotireoidismo, apneia do sono,
hipertenséo, insuficiéncia cardiaca e diabetes, além das doencas terminais como
cancer e AIDS. Alguns medicamentos e drogas também levam a depressdo como:
cortisona, anfetaminas, pilulas anticoncepcionais, quimioterapia, alcool, crack,
ecstasy, maconha entre outros.

Em um estudo realizado com mulheres apds a gravidez, demonstrou que
a prevaléncia de depressdo poés-parto encontrada foi de 19,1%. Os achados
sugerem que baixas condi¢cdes socioecondmicas de vida da puérpera e a néo
aceitacdo da gravidez séo elementos-chave no desenvolvimento da depressédo pos-
parto (MORAES, 2006).

A depresséo e a ansiedade segundo varios estudos sdo mais prevalentes
entre as mulheres. Estas sdo queixas comuns também entre os idosos e muitas vezes
apresenta-se como um resultado de uma combinacdo de fatores, incluindo a
debilitacdo fisica, restricbes de mobilidade, perda da vida social e comprometimento
cognitivo (CALDAS, 2006). Em um estudo realizado por Santos et al., 2012 com um
grupo de idosos com média de idade de 77,02 anos, a prevaléncia de sintomas
depressivos e prejuizo funcional foi de 30,5% e 63,8%, respectivamente, sendo maior
entre as mulheres.

A patogénese da depresséo maior esté relacionada a teoria bioquimica da
hipétese das monoaminas no cérebro. Esta hipotese foi originada a partir de
observacdes clinicas, onde foi observado que a imipramina e a iproniazida, dois
compostos nao relacionados estruturalmente e que nao tinham uso psiquiatrico,
tinham potentes efeitos antidepressivos em humanos. Posteriormente, descobriu-se
gue essas substancias aumentavam a transmissdo central de monoaminas que
incluem as catecolaminas (dopamina e noradrenalina) e a 5-hidroxitriptamina (5-HT,
serotonina). Outra evidéncia clinica foi o uso da reserpina, um antigo agente

antihipertensivo que atua depletando os estoques de monoaminas e produz
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sintomas depressivos em humanos (KRISHNAN; NESTLER, 2008; KATSUNG,
2010).

Na depressédo a dopamina, serotonia e outras substancias quimicas como
a noradrenalina, acido gama-aminobutirico e aceticolina ficam alterados,
desorganizando o estado de humor, as emocdes, capacidade mental e o bem estar
geral do organismo. Sobre as vias dopaminérgicas sabemos que via mesolimbica-
mesocartical € a via mais relacionada ao comportamento e portanto importante na
depresséao (Figura 2) (ZUARDI, 2001; KATZUNG, 2008).

Figura 2: vias dopaminérgicas no encéfalo
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Fonte: Fundamentos de psicofarmacologia. 2001

A dopamina é uma catecolamina cuja sintese se inicia com a captagéo
ativa do aminoacido L-tirosina. Esse aminoacido € transportado, pela acdo da
enzima tirosina hidroxilase, primeiro em L-DOPA e posteriormente, pela acdo da L-
DOPA descarboxilase, em dopamina (DA). A dopamina é armazenada pelas
vesiculas sinapticas, quando chega o impulso nervoso a DA é liberada por processo
de exocitose. Pds-sinapticamente ela pode atuar em receptores das familias D1 (D1

e D5) ou D2 (D2, D3 ou D4). Existem ainda receptores pré-sinapticos inibitérios, de
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tipo D2 que estao localizados tanto nos terminais como nos corpos celulares. Todos
estes receptores sao ligados a proteina G. O principal mecanismo de retirada da DA
da fenda sinaptica € a recaptacdo pelo terminal nervoso. Sua degradacao
intraneuronal ocorre pela enzima monoaminoxidase de tipo B (MAOB), sendo um de
seus principais metabolitos o acido homovalinico (HVA) (GUIMARAES, 2001;
GOLAN et al., 2009; KATZUNG, 2010).

Figura 3: neurotransmisséo dopaminérgica.
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Fonte: Fundamentos de psicofarmacologia. 2001.

A noradrenalina é uma catecolamina cuja sintese se inicia com a
captacdo ativa do aminoacidoL-tirosina. Esse amino&cido é transportado, pela acdo
da enzima tirosina hidroxilase, primeiro em L-DOPA e posteriormente, pela acédo da
L-DOPA descarboxilase, em dopamina (DA). A dopamina é captada pelas vesiculas

singpticas e sob a agdo da dopamina beta-descarboxilase € transformada em

noradrenalina (NA). Quando se da o impulso nervoso a NA é liberada por processo
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de exocitose. Pds-sinapticamente pode atuar em receptores chamados de alfa-1,
alfa-2 e beta. Existem ainda receptores pré-sindpticos noradrenérgicos inibitorios de
tipo alfa-2, que estdo localizados tanto nos terminais como nos corpos celulares.
Todos esses receptores sao ligados a proteina G. O principal mecanismo de retirada
da NA da fenda sinaptica é a recaptacdo pelo terminal nervoso. Sua degradacéo
intraneuronal ocorre pela enzima monoaminoxidase (MAO), sendo um de seus
principais metabdlitos o 3-metoxi-4-hidroxifeniletileno glicol (MHPG) (GUIMARAES,
2001; GOLAN et al., 2009; KATZUNG, 2010).

Figura 4: neurotransmissao noradrenérgica.
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A serotonina ou 5-hidroxitriptamina (5- HT) é uma indolamina cuja sintese
se inicia pela captacdo ativa do aminoacido triptofano. Ao sofrer acdo da enzima
triptofano hidroxilase, é transformada em 5-hidroxitriptofano e quase imediatamente,

transformada em 5-HT pela acdo de uma descarboxilase de aminoacidos. A 5-HT é



26

captada pelas vesiculas sinapticas. Quando se da o impulso nervoso € liberada por
processo de exocitose. Pos-sinapticamente pode atuar em receptores chamados de
5-HT1 (A, B, D ou E), 5-HT2 (A, B ou C), 5-HT3, 5-HT4, 5-HT5 (A ou B), 5-HT6 ou 5-
HT7. Existem ainda receptores pré-sinapticos inibitérios localizados, os do tipo 5-
HT1A nos corpos celulares e os tipos 5-HT1B ou 5-HT1D (dependendo da espécie),
nos terminais nervosos dos neurdnios serotonérgicos. Todos esses receptores, a
excecdo dos 5-HT3, ligados a canais ionicos, estéo relacionados a proteina G. . O
principal mecanismo de retirada da 5-HT da fenda sinaptica € a recaptacao pelo
terminal nervoso. Sua degradagdo intraneuronal ocorre pela enzima
monoaminoxidase (MAO), sendo um de seus principais metabdlitos o acido 5-
hidroxiindolacético (SHIAA) (GUIMARAES, 2001; GOLAN et al., 2009; KATZUNG,
2010).

Figura 5: neurotransmisséo serotonérgica.
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Fonte: Fundamentos de psicofarmacologia. 2001.

O mecanismo de acdo dos principais farmacos antidepressivos esta

baseado no fato de serem capazes de aliviar os sintomas da depressdo maior
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potencializando as a¢des dos neurotransmissores nas sinapses no sistema nervoso
central (PANUS, 2011; GOLAN et al., 2009; KATZUNG 2010; STAHL, 2008).

O efeito agudo dos antidepressivos triciclicos € inibir os mecanismos de
recaptacdo do NET (transportador da Noradrenalina) e SERT (transportador da
Serotonina), responsaveis pelo término das ac¢des singpticas da NE e 5-HT no
cérebro, sendo provavel que tal acdo resulte na potencializacdo das acdes do
neurotransmissor nos receptores pos-sinapticos. Os antidepressivos heterociclicos
sao alguns farmacos que tém efeito sobre a recaptacdo de noradrenalina e outros
gue tem mais efeito sobre a recaptacao de 5-HT, serotonina (PANUS, 2011; STAHL,
2008; KRISHNAN; NESTLER, 2008)

Os inibidores da monoaminoxidase aumentam o0s niveis de amina no
cérebro, inibem a MAOA que metaboliza a noradrenalina e 5-HT, bem como a
MAOB que metaboliza a dopamina. S&o indicados para pacientes com ansiedade
significativa, fobias e hipocondria (PANUS, 2011).

A serotonina esta ligada a sentimentos de bem estar ou mal estar. Ela
regula o humor, o sono, a atividade sexual, o apetite, o ritmo cardiaco, as funcdes
neuroenddcrinas, temperatura corporal, sensibilidade a dor, atividade motora e
funcdes cognitivas. Os Inibidores Seletivos da Recaptacdo da Serotonina - ISRS,
produzem um efeito agudo com uma acgao altamente seletiva nos transportadores da
5-HT, pois bloqueiam a recaptacdo sem afetar a recaptacdo de outras animas
neurotransmissoras e por causa de sua seletividade produzem menos efeitos
adversos desagradaveis do que os farmacos antidepressivos nao seletivos (PANUS,
2011; STAHL, 2008).

Segundo Mulder et al., (2009) a resposta ao uso de antidepressivos €
variavel, podendo ser mais rapida ou mais demorada, dependendo do paciente, no
entanto sabemos que no tratamento com ISRS e IMAO a transmissao
monoaminérgica é aumentada de maneira imediata embora seus efeitos
antidepressivos demorem semanas para se desenvolver devido a uma infra
regulacéo (reducédo) inicial na atividade de alguns neurotransmissores e podem ser
necessarias semanas para que alcancem os efeitos clinicos desejaveis.

Os efeitos indesejaveis mais comuns entre os farmacos antidepressivos
SA0 pouco expressivos, porém podem comprometer seriamente a adesdo do

paciente ao tratamento, como: sonoléncia ou insbnia, tremores, prisdo de ventre,
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visdo borrada, ganho de peso, distarbios sexuais, vertigem, dentre outros (ALLEN,
2004).

1.3Convulséo e Epilepsia

As convulsdes sdo episodios de duragdo limitada da disfuncao cerebral
gue provém de uma descarga anormal temporaria dos neurdnios no cérebro. Uma
variedade de doencas neurologicas podem causar convulsées incluindo tumores,
traumatismos cranio encefalicos e Acidente Vascular Encefalico (AVE).
Anormalidades congénitas e fatores geneéticos, bem como acometimento toxico
agudo ou metabdlico sistémico subjacente a processos infecciosos, hipoglicemia,
hipéxia e envenenamento também estdo envolvidos na etiologia das convulsdes
(BACKONJA, 2002)

Segundo Lopes, 2009 a convulsao pode ser caracterizada como um breve
episodio de inconsciéncia, apresentando atividade motora e experiéncia sensorial ou
comprometimentos improprios ocasionados por disfuncdo do sistema elétrico do
cérebro e onde classicamente ocasiona contracdes musculares involuntarias ténica
ou cldnica.

A Epilepsia compreende um grupo de sindromes crbnicas que envolve
convulsdes recorrentes. Aproximadamente 1% da populacdo mundial tem epilepsia,
e € considerado o segundo distdrbio neurolégico mais comum depois do AVE.
Embora a terapia padrdao controle as crises em 80% dos pacientes estima-se que
500.000 pessoas nos EUA sofram com a epilepsia sem controle medicamentoso
adequado (LEVY et al., 2002).

A diversidade das causas de Epilepsia dificulta a terapia medicamentosa
pois dependendo do tipo de epilepsia, pois o tratamento pode ser eficaz em uma
forma e totalmente ineficaz em outra (PANUS, 2011).

Na auséncia da terapia medicamentosa as convulsdes sem controle sao
extremamente desagradaveis, prejudicam o controle social, podem danificar
severamente 0s neurdnios e levar até a morte do individuo. A procura de novas
terapias medicamentosas busca encontrar farmacos eficazes para controlar ou
eliminar as convulsdes sem provocar muitos efeitos adversos como sedacao e
letargia (MARKS et al., 2003).
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1.4Plantas Medicinais

As plantas medicinais séo utilizadas como base para o desenvolvimento e
aprimoramento da terapéutica por fornecerem varias substancias quimicas que
compdem os medicamentos alopéaticos (LEDA, 2011). A grande maioria dos
medicamentos hoje disponiveis no mundo é ou foi originado de estudos
desenvolvidos a partir da cultura popular que fazem da rica biodiversidade brasileira
um vasto campo da pesquisa cientifica (ANVISA, 2011).

Historicamente as plantas medicinais estdo associadas a sabedoria
popular e a cultura de povos antepassados que se utilizavam de uma medicina
caseira e empirica como forma curativa para quase todos os problemas de saude.
Ao longo dos anos as plantas medicinais tem se tornado um grande alvo para a
industria farmacéutica e institutos de pesquisa que desenvolvem estudos com
diversos farmacos. Isto é devido as plantas serem fontes importantes de produtos
naturais biologicamente ativos com diversas estruturas e propriedades fisico-
qguimicas, onde muitos dos quais se constituem em modelos para a sintese de um
grande nimero de farmacos.

O wuso de algumas substancias naturais demonstraram efeitos
farmacoldgicos que foram posteriormente estudados e deram origem a importantes
farmacos que atualmente sao utilizados amplamente com indicacdes precisas, pois
passou-se a isolar as moléculas ativas e reproduzi-las em escala industrial.
Podemos citar um dos farmacos utilizados amplamente na terapéutica que foi obtido
a partir de plantas como a Morfina um potente analgésico que é extraido do 6pio
bruto, obtido da vagem da papoula do 6pio (Papaver somniferum) (Figura 6).
(BENEDETTI; PREMUDA, 2011).

O objetivo primordial na indicacdo do uso de fitoterapicos na medicina
humana ndo é substituir medicamentos registrados e ja comercializados, mas sim
aumentar a opcao terapéutica dos profissionais da saude ofertando medicamentos
equivalentes, também registrados, talvez mais baratos, com menos efeitos colaterais
e espectro de acdo mais adequados e com indicacdes terapéuticas complementares
as medicacoes existentes (MELO, 2006).

Neste contexto podemos relatar que a fitoterapia € a éarea do
conhecimento que busca a cura das doencas através das plantas medicinais e

apesar de seu uso ter uma propagac¢ao associada ao conhecimento popular
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empirico, paulatinamente vem sendo reconhecido e incorporado ao saber cientifico
(DANTAS, 2006).

A Organizacdo Mundial da Saude reconheceu oficialmente o uso de
fitoterapicos em 1978. No Brasil, a politica de plantas medicinais e fitoterapicos
remonta de 1981 por meio da Portaria n. © 212, de 11 de setembro, do Ministério da
Saude que define o estudo das plantas medicinais como uma das prioridades de
investigacao clinica e foi em 1982 que o Ministério da Saude lancou o Programa de
Pesquisa de Plantas Medicinais para obter o desenvolvimento de uma terapéutica
alternativa e complementar, com embasamento cientifico, pelo estabelecimento de
medicamentos fitoterdpicos, com base no real valor farmacolégico de preparacdes
de uso popular, a base de plantas medicinais (ANVISA, 2011).

A criacdo de uma politica para o segmento de plantas medicinais no
Brasil (Politica de Plantas Medicinais e Fitoterapicos - PNPMF) e uma outra que
regulamenta o uso no SUS (Politica de Praticas Integrativas e Complementares -
PNPIC) tem justamente o intuito de ordenar as atividades, atender aos movimentos
sociais em prol de seu reconhecimento pelo Ministério da Saude (MS) e proteger o
usuario, tendo em vista a necessidade de reorganizar as praticas de saude a partir
da compreensdo de que a saude da populacdo é resultante da forma com que a
sociedade se organiza, considerando as suas dimens@es econOmica, politica e
cultural. Podemos, entédo, identificar o projeto FarmaciasVivas®, iniciativa pioneira
idealizada pelo Prof. Francisco José de Abreu Matos, da Universidade Federal do
Ceara, que tem por objetivo atender pequenas comunidades usando plantas
nativas/adaptadas a um determinado bioma brasileiro que podem ser utilizadas
diretamente nos cuidados primarios de saude.

O desenvolvimento de novos medicamentos pode se apoiar no uso
tradicional de alguma espécie medicinal, sendo hoje reconhecida como uma
importante area de pesquisa: a etnofarmacologia (LEDA, 2011). Cujos trabalhos
mostram que um ndmero muito maior de espécies vegetais vem sendo utilizado e
gue muitos estudos devem ser feitos no sentido de validar o uso dessas espécies,

identificando seus componentes ativos e seus mecanismos de acao.
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Figura. 6- Papaver somniferum.

Nota: A morfina é um dos mais antigos constituintes quimicos vegetais que se conhece. E obtida do
0pio, que por sua vez é preparado a partir do latex da papoula.
Fonte: http://technix-inquisitive.blogspot.com.br/2010

1.4.1 Lippia sidoides

A Lippia sidoides é uma planta da familia Verbenaceae que pode ser
encontrada do Nordeste do Brasil, principalmente nos estados do Ceard e Rio
Grande do Norte, popularmente conhecida como alecrim pimenta que contém em
sua composi¢do um oleo essencial rico em Timol e Carvacrol. Ela foi caracterizada
como matéria prima para uso em produtos farmacéuticos quando se realizou
ensaios de perda por dissecacdo, teor de 6leo essencial e perfil cromatografico,
visando a variacdo de sua utilizagdo e a caracterizacdo de sua identidade (NUNES,
2005).

Seu 6leo essencial contém principalmente timol e carvacrol, que confere
a esta planta uma forte a¢éo anti-séptica contra fungos e bactérias (RADUNZ, 2001).
O alecrim-pimenta (Lippia sidoides) é uma planta muito usada pela medicina popular

como antimicrobiano e antifungico e que ja foi tema de diversas pesquisas cientificas


http://quipronat.files.wordpress.com/2010/05/papoula.jpg
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que comprovaram suas propriedades benéficas. Sobre seus 06leos essenciais se
destaca o timol, em 60% da composi¢do e carvacrol, dois terpenos fendlicos que
tem boa atividade antibidtica e antimicética. Também contém flavonoides e quinonas
gue lhe dao caracter anti-séptico.

O género Lippia consiste em aproximadamente 200 espécies de ervas,
arbustos pertencentes a familia Verbenaceae (TERBLANCHE e KORNELIUS,
1996). A Lippia sidoides, vulgarmente conhecida como alecrim-pimenta, também é
denominada alecrim-do-nordeste, alecrim bravo e estrepa-cavalo, destaca-se entre
as espécies nativas do nordeste brasileiro com importancia econémica (INNECCO et
al., 2000; MATQOS, 2002).

E um arbusto caducifélio, ereto, muito ramificado e quebradico, que mede
de 2 a 3 metros de altura. Suas folhas apresentam forte cheiro picante, as flores séo
pequenas, esbranquicadas. As folhas e flores constituem a principal parte medicinal
desta planta. Seu 6leo essencial possui elevado valor comercial, sendo constituido
por timol ou uma mistura de timol e carvacrol, dois terpenos fendélicos com fortissima
propriedade anti-séptica e antimicrobiana (MATOS, 2000).

A Lippia sidoides é popularmente usada como anti-séptico e possui forte
atividade antimicrobiana (LEMOS et al., 1990), possuindo também atividade
citotoxica (COSTA et al.,, 2001). O Timol possui atividade antimicrobiana contra
bactérias e fungos (MATOS, 2007) e é capaz de inibir a peroxidacdo dos lipossomos
fosfolipidicos (AESCHBACH et al., 1994), sendo um potente antioxidante. Os
resultados obtidos no estudo de Silva et al. (2010) mostram que o extrato da Lippia
sidoides possui potencial antimicrobiano contra Staphylococcus aureus.

Os resultados de sua andlise fitoquimica registram elevado teor de 6leo
essencial cujo componente ativo principal € o timol, substancia de alto poder
antiséptico contra fungos e bactérias com forte acdo moluscicida e larvicida, util no
combate ao caramujo vetor de esquistossomose e do mosquito da dengue, Aedes
aegypti. Dentre seus componentes quimicos fixos foram identificados também
flavonoides que certamente contribuem para a sua atividade bioldgica, inclusive

contra células leucémicas de origem humana in vitro (MATOS, 2007).
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Figura. 7: Alecrim-pimenta (Lippia Sidoides)

Fonte: http://royal-stuart.com/garden

1.4.2 Oleos Essenciais

Os 6leos essenciais sdo substancias lipossollveis, porém volateis, que
integram o metabolismo das plantas e sao diferenciadas. Produzidos por estruturas
secretoras especializadas, tais como pelos glandulares, canais oleiferos, células
parenquimaticas ou em bolsdes, que podem estar em todas as partes da planta
como nas folhas, flores, frutos, casca do caule e raizes (AZAMBUJA, 2011). Os
Oleos essenciais originam-se do metabolismo secundario das plantas e exercem
funcdes vitais para 0s vegetais como papel fundamental na defesa contra
microorganismos (SIQUI et al., 2000). Na complexa composi¢cdo dos Oleos
essenciais destaca-se a presenca de terpenos e fenilpropandides (SILVA et al.,
2007).


http://royal-stuart.com/gardens/okamoto/Rosmarinus%20officinalis.jpg
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Figura 8: Estrutura quimica do Timol e Carvacrol

OH

OH

TIMOL CARVACROL

Fonte: http://www.scielo.br/scielo.php

O timol é um monoterpeno extraido do 6leo essencial de diversas plantas
aromaticas como Saturejae montana , Saturejae parvifolia (MASTELIC et al.,2008),
sendo o componente principal do 6leo essencial do alecrim-pimenta (Lippia
sidoides), constituindo aproximadamente 48% da sua composi¢do (SOUSA et al.,
2002).

Diversos tipos de substancias quimicas participam da composicdo desses 6leos,
destacando-se ésteres de acidos graxos, monoterpenos e sesquiterpenos, fenilpropanonas,
alcoois aldeidos e hidrocarbonetos alifaticos. A composicdo do 6leo essencial de uma espécie
particular de planta pode diferir entre as épocas de colheita e entre as origens geogréaficas
(JULIANO et al., 2000).

O Brasil tem lugar de destaque na producéo de 6leos essenciais, ao lado da india,
China e Indonésia, que sdo considerados o0s maiores produtores mundiais. A
representatividade nacional se faz atraves da ABRAPOE (Associacgdo Brasileira de Produtores
de Oleos Essenciais) que busca, entre outras metas, colaborar na aproximacgdo entre os
produtores e os centros de pesquisa nacionais para agregar qualidade aos Gleos através de
pesquisa e estudos de padronizacdo, fornecendo dados atualizados de mercado e
representando a area frente aos 6rgdos e programas governamentais (BI1ZZO et al., 2009).

Vérias substancias extraidas de produtos naturais possuem atividades
farmacoldgicas. Os monoterpenos, presentes nos 6leos essenciais, sdo em parte
responsaveis por essas atividades, podendo as mesmas serem analgésicas
(AMARAL et al.,, 2007), anticonvulsivantes (ALMEIDA et al., 2003), ansioliticas
(SILVA et al., 2007), entre outras.
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Pesquisas experimentais demonstraram que diversos monoterpenos
extraidos de O6leos essenciais possuem atividade no Sistema Nervoso Central
(SILVA et al., 2007). O isopulegol, por exemplo € um monoterpeno intermediario na
preparacao de (-)-mentol e que esta presente em 6leos essenciais de varias plantas,
que demonstrou efeitos antidepressivos e ansioliticos em modelos animais de
depressdo e ansiedade (SILVA et al., 2007). Carvacrol é outro exemplo de
monoterpeno que é isémero do Timol, que apresentou efeito ansiolitico (MELO et al.,
2009), antidrepressivo (MELO et al.,, 2010) e ainda antinociceptivo em modelos

animais através de varios testes entre eles o da nocicepcdo (MELO et al., 2012).

1.4.3 Timol

O timol é uma substancia cristalina e acredita-se que foi descoberto por
Caspar Neumann em 1719. O produto quimico foi sintetizado na forma pura em
1842 por M. Von Lallemand, que usou a analise quimica elementar para caracteriza-
lo, determinando a proporcdo correta de carbono, hidrogénio e oxigénio que
compdem a molécula de timol. Friedlieb Ferdinand Runge também estudou a
guimica da substancia. Alain Thozet e M. Perrin publicaram pela primeira vez a
analise da estrutura de cristal com a determinacdo exata dos atomos estruturais
(DORMAN; DEANS, 2000).

Devido a sua estrutura fendlica, Timol demonstrou atividade
antibacteriana contra cepas de bactérias, incluindo Aeromoans hydrophila e
Staphylococcus aureus (DORMAN; DEANS, 2000). Esta atividade antibacteriana é
causada por inibir o crescimento da producdo de lactato, e diminuindo a absorcéo
de glicose celular (EVANS, 2000).

O timol tem sido utilizado em solu¢cdes de alcool e em p6 para o
tratamento de infecgbes micoticas, e foi usado nos Estados Unidos para o
tratamento de infec¢des por parasitas é também utilizado como um conservante em
halotano, um anestésico, e como um antisséptico em bochechos. Quando utilizado
para reduzir a placa e gengivite, timol apresentou mais eficacia quando usado em
combinacdo com clorexidina do que quando usado puramente por si s6. timol é
também o ingrediente ativo anti-séptico, em alguns cremes dentais, tais como
Euthymol (FILOCHE; SOMA; SISSONS, 2005).
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A atividade antifungica justifica-se e € evidenciada pelo fato de que o timol
é lipofilico, permitindo-lhe interagir com a membrana celular de células de fungos,
alterando a permeabilidade da membrana da célula permitindo a perda de
macromoléculas (KLARIC et al., 2007).

O Timol (Ac. Timico, isopropilmetacresol), um isdmero do Carvacrol,
possui caracteristicas similares a um fenol, com odor aromatico e gosto picante
(GUILLEN et al., 2007; KHANNA et al., 1988). Ambos, apresentam-se como cristais
incolores grandes ou po cristalino branco com aroma irritante. Também chamado de
2-isopropil-5-metil-fenol, o timol € um terpeno de formula quimica C10H140 (Figura
9). Trata-se de uma substancia encontrada no orégano e no tomilho. Amplamente
usado como controlador de larvas e fungos, assim como flavorizante em cigarros e
em pequena escala, em alguns alimentos. Os compostos com estruturas fenodlicas
tais como timol, possuem alta atividade in vitro contra bactérias Gram negativas e
Gram positivas (DORMAN; DEANS, 2000). Estudos de Botelho et al., (2007)
demonstraram que o timol inibiu crescimento de patdgenos orais como
Streptococcus mutans e Candida albicans.Timol e carvacrol, seu isbmero, inibiram o
crescimento de biofilmes pré-formados de Staphylococcus aureus e Staphylococcus
epidermidis (NOSTRO et al., 2007), apresentaram efeito antioxidante sobre hexanos
(LEE et al., 2005) e efeito relaxante sobre o musculo liso da aorta (PEIXOTO-
NEVES et al., 2010).

Carvacrol e Timol inibem a peroxidacéo de lipossomos fosfolipidicos. Os
fendlicos volateis sédo eficazes na atividade antimicrobiana (bactérias e fungos) e
antimicotica, sdo conservantes naturais de alimentos e possuem alta atividade
antioxidante que foi comprovada mais eficaz do que varios antioxidantes sintéticos
como BHA e BHT (MILOS et al., 2000; TEISSEDRE; WATERHOUSE, 2000;
MASTELIC et al., 2008).
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Figura 9- Estrutura molecular do timol

Fonte: oleosessenciais.org
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O timol é o segundo constituinte mais abundante (25,16%) no Oleo
essencial de Satureja thymbra o qual apresentou atividades, bactericida, fungicida,
bacteriostatica e fungistatica (GIWELI et al., 2012). Verificou-se a atividade repelente
do timol, mentol, acido salicilico e salicilato de metila sobre larvas de Boophilus
microplus. Essas substancias foram usadas em emulsées em dimetilsulfuxido
aguoso a 1% ou solucdo aquosa (NOVELINO et al., 2007).

Begrow et al., (2010) relataram que o timol e carvacrol sdo responsaveis
pelo feito antiespasmadico do extrato da planta Thymus vulgaris em ileo e traqueia.
Enquanto Jukic et al., (2007) relataram atividade inibitoria do timol e derivados,
timoquinona e timohidroquinona, sobre a atividade da acetilcolinesterase.

Adicionalmente, timol e carvacrol aliviaram os danos cognitivos causados
por niveis aumentados de beta-amildéide ou hipofuncdo colinérgica em ratos.
Atividades anticolinesterase, antioxidante, e anti-inflamatéria podem ser os
mecanismos gque contribuem para tais efeitos benéficos (AZIZI et al., 2012).

Segundo Veras et al., (2012), o O6leo essencial e seu constituinte
majoritario, timol, influenciam a atividade de aminoglicésideos e podem ser utilizados
como adjuvantes na terapia antibidtica contra bactérias patogénicas do trato
respiratorio. Timol apresentou efeito antiinflamatorio tépico em edema de orelha de
rato neste mesmo estudo.

Pesquisas mostraram que diversos monoterpenos extraidos de oOleos
essenciais possuem atividade no sistema nervoso central (SILVA et al., 2007).

Sabe-se também que o carvacrol e o timol sdo isdmeros estruturais, diferenciando-
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se apenas na posi¢cao do grupo hidroxila no anel aromético. Carvacrol demonstrou
resultados satisfatérios em modelos experimentais de ansiedade (MELO, 2009) e
depressdo (MELO, 2010). Levando em consideracéo tais achados e até onde se
sabe, ndo existem estudos sobre suas acfes no SNC, torna-se relevante estudar

este monoterpeno em modelos animais de ansiedade, depresséo e convulséo.

1.5 Modelos Animais

Os estudos na é&rea da Farmacologia que utilizam um percurso
metodologico baseado em modelos animais sdo fundamentados na Farmacologia
Comportamental que usa conceitos e técnicas derivadas tanto da Farmacologia
classica quanto da Psicologia, para estudar as interacbes entre drogas e
comportamentos (LAPA et al., 2008).

Lapa et al,. 2008 relata ainda que alguns estudos investigam processos
comportamentais ou psicolégicos que sdo alterados pela administracdo de drogas.
Entre estes estdo os estudos que determinam quais drogas e que doses alteram a
atividade locomotora, o comportamento alimentar, sexual e a agressao por exemplo.
Outros estudos dizem respeito ao entendimento dos substratos neurobiolégicos que
medeiam efeitos comportamentais especificos como no medo e na dor.

A interacdo das abordagens comportamentais ou psicolégicas com a
investigacdo neurobioldgica prové a base para o estudo sisteméatico das acdes de
drogas pertinentes aos seus efeitos clinicos em humanos. Neste estudo utilizamos
testes comportamentais em animais que predizem um possivel efeito das drogas
relacionados a ansiedade, depressao e convulsdo que sédo condicdes patoldgicas
tipicas dos seres humanos.

A ansiedade induz a forma particular de inibicdo comportamental, que
ocorre em repostas aos eventos ambientais que sdo novos ndo recompensadores
em condi¢cdo que a recompensa é esperada ou a punicdo. Em animais esta inibigcdo
comportamental pode tomar a forma de imobilidade ou de supressdo de uma
resposta comportamental, tal como pressionar uma alavanca para obter comida.
Portanto para desenvolver novos farmacos ansioliticos é importante realizar testes
com animais que fornegam uma semelhan¢ca com o comportamento dos seres
humanos (RANG et al., 2012)
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Em animais ndo ha condicdo conhecida que corresponda a condi¢éo inata
da depressdo em seres humanos, mas varios procedimentos foram descritos que
produzem em animais estados comportamentais tipicos da depressdo humana como
a retirada da interacdo social, perda do apetite, atividade motora reduzida, estresse,

situacdes inescapaveis, entre outros (PORSOLT et al., 1987).
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2 RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

O uso de produtos provenientes da natureza como matéria-prima para
sintese de substancias bioativas, especialmente farmacos, vem sendo citados ao
longo do tempo. E de interesse dos pesquisadores, estudarem substancias isoladas
de plantas, por apresentarem grande potencial no mercado, A obtencdo de novos
farmacos, adjuvantes ou medicamentos fitoterapicos, mais eficazes e seguros pois
de fundamental importancia e para isto é relevante que haja estudos pré-clinicos de
screening de novas drogas com potencial terapéutico.

Timol é um monoterpeno isolado do 6leo essencial de muitas plantas e
tem o seu efeito descrito por exemplo como agente antimicrobiano e antiinflamatério,
porem seus efeitos no SNC até onde se sabe, ainda ndo foram investigados.
Considerando a importancia de estudos pré-clinicos em busca de novas terapias
para os transtornos mentais, foi proposto no presente trabalho, investigar as acdes
comportamentais do Timol em varios modelos experimentais relacionados a acao
central, tais como testes relacionados com depressao , ansiedade e convulséo.

Uma outra razéo para a investigacado dos efeitos o timol no SNC, foi a
demonstracdo dos efeitos centrais do carvacrol, um isémero estrutural do timol
(MELO, 2010).

Resultados positivos da acdo central do timol poderdo posteriormente
serem a base para a realizacdo de estudos clinicos em seres humanos e quem sabe
futuramente a implementacédo deste farmaco de origem natural para tratamento de
desordens neurocomportamentais. Na pratica clinica os farmacos sedativos-
hipnéticos, antidepressivos e ansioliticos, interferem na reabilitacdo fisica de
pacientes que apresentam diversos estados patoldégicos. A busca de novos
farmacos de origem natural torna-se necessaria também com o objetivo de otimizar
a terapéutica na reducdo dos efeitos adversos e no favorecimento da reabilitagdo

fisica destes pacientes.



41

3 OBJETIVOS

3.1 Geral

O objetivo do presente projeto foi investigar a acéo central do Timol em

modelos experimentais de ansiedade, depressao e convulsdo em camundongos.

3.2 Especificos

e Estudar a acdo do Timol em camundongos no modelo comportamental
de ansiedade utilizando o teste do labirinto em cruz elevado.

e Avaliar se o timol interfere na atividade locomotora espontanea e/ou na
atividade relaxante muscular utilizando os testes do campo aberto e rota
rod, respectivamente.

e Investigar a acdo do Timol em camundongos nos modelos
comportamentais de depressao utilizando os testes do nado forcado e
suspensao da cauda.

e Verificar se o timol apresenta atividade Sedativa/Hipnotica e/ou
Anticonvulsivante utilizando os testes do tempo de sono induzido por
pentobarbital e o teste da convulsdo induzida por pentilenotetrazol,
respectivamente.

e Estudar o0s possiveis mecanismos envolvidos nas suas acgles

ansioliticas e antidepressivas, caso estas sejam demonstradas.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Oleo Essencial

O Oleo essencial de timol (5-methyl-2-isopropylphenol) férmula quimica:
C10H140, foi utilizado nos experimentos deste estudo com, em forma de poé
cristalizado produzido pela empresa Sigma-Aldrich.

4.2 Drogas e Reagentes

Quadro 1- Drogas e Reagentes

Drogas/ Reagente Origem

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

PCPA Sigma
Prazosina Sigma
loimbina Sigma

SCH 23390 Sigma
Sulpirida Sigma
Pentobarital Abott
Pentilenotetrazol Sigma

Timol Sigma

Tween 80 Sigma




4.3 Equipamentos

Quadro 2- Equipamentos
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Equipamentos

Modelo/Origem

Balanca analitica

Modelo H5, Mettler, Suica

Balanca para animais

Filizola, Brasil

Campo aberto

Fabricado pelo laboratério

Cronbmetro

Incoterm, Brasil

Estufa de secagem e esterilizacao

Modelo 315 SE FANEN, Brasil

Labirinto em Cruz Elevado

Fabricado pelo laboratério

Recipiente do Nado Forgado

Fabricado pelo laboratério

Rota Rod

Ugo Basile, Itélia

Pipetas automaticas

H. E., Dinamarca

Vidrarias

Pirex, Brasil

4.4 Animais

Os animais utilizados nos experimentos foram Camundongos albinos da

espécie Mus musculus e da variedade Swiss, adultos, do sexo masculino, pesando
aproximadamente 25 a 30g, provenientes do Biotério Central da Universidade
Federal do Ceara, onde os mesmos foram mantidos em caixas de propileno em um
biotério com controle de temperatura (23 + 1°C), com ciclo claro/escuro de 12h e
livre acesso a comida e agua. Este estudo foi submetido e aprovado com o no.
30/2011 pelo Comité de Etica em Pesquisas Animais (CEPA) da Universidade
Federal do Ceara (UFC).

4.5 Preparo da droga e vias de administracao

O Timol foi dissolvido em 2% de Tween 80 e diluido em agua destilada,
obtendo a concentragéo final de 2,5 mg/mL e 5,0 mg/mL, que correspondem as
doses de 25mg/kg e 50mg/Kg respectivamente. Ambas as doses foram

administradas por via oral (v.0.). Os grupos controle receberam veiculo (agua
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destilada emulsificada com 2% de Tween 80). As demais drogas utilizadas nos
experimentos tais como Diazepam (1 e 2 mg/Kg), Imipramina (10 e 30 mg/Kg),
Bupropiona (30 mg/Kg), Fluoxetina (35 mg/Kg), Pentobarbital Sédico (40 mg/Kg),
Pentilenotetrazol (80 mg/Kg), Flumazenil (2,5 mg/Kg), Prazosina (1 mg/Kg),
loimbina (1 mg/Kg), SCH23390 (15 mg/Kg), Sulpirida (50 mg/Kg) e p-
clorofenilalanina metil ester (PCPA; 100 mg/Kg) foram dissolvidas e diluidas
diretamente em agua destilada e administradas por via intraperitoneal. O volume

total de solugdo administrada nos animais foi de 10mL/Kg.

4.6 Tratamento dos grupos experimentais

Os animais foram tratados com Timol, de forma aguda, nas doses de
25mg/kg e 50mg/Kg através de via oral, 60 minutos antes dos experimentos. Os
testes foram realizados ap6s 30 minutos dos tratamentos administrados por via
intraperitoneal ou 60 minutos apds o tratamento por via oral. As alteracGes

comportamentais foram avaliadas utilizando os testes do “campo aberto”, “labirinto

em cruz elevado’,

rota rod”, “nado forgado”, “suspensao da cauda”, “tempo de sono
induzido por pentobarbital” e “convulsdao induzida por pentilenotetrazol” para a
investigacdo de possiveis efeitos do timol no sistema nervoso central.

Para a avaliacdo da atividade antidepressiva, foi utilizada imipramina 10
mg/Kg (i.p.) e 30mg/Kg (i.p.) e bupropiona 30mg/Kg (i.p.), nos testes do nado
forgado e da suspenséo da cauda, como padrdes positivos. Diazepam 1mg/Kg (i.p.)
foi utilizado como referéncia ansiolitica no teste do labirinto em cruz elevado o
flumazenil 2,5mg/Kg (i.p.) para avaliagdo do envolvimento gabaérgico. Diazepam 2
mg/Kg (i.p.) foi utilizado nos testes do campo aberto e rota rod, como droga padrao.

Diazepam 1mg/Kg (i.p.) foi ainda utilizado nos modelos de tempo de sono
induzido por pentobarbital 40mg/Kg (i.p.) como padréo para atividade sedativa ou

anticonvulsivante no teste da convulsao induzida por pentilenotetrazol 80mg/Kg (i.p.)
4.7 Protocolo Experimental
Os experimentos foram realizados durante o dia em dias distintos, onde

diferentes grupos de animais foram observados em um ambiente fechado, silencioso

e a temperatura constante de aproximadamente (24 = 1°C). Para o teste do labirinto
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em cruz elevado foi utilizada uma iluminacdo de baixa densidade (lampada vermelha
de 15 W). Os demais experimentos foram realizados com iluminagédo normal. Em
todos os testes com excecdo apenas do nado forcado e da suspensao da cauda apos
a observacdo de cada animal foi utilizado alcool 70% para a remocéo de residuos e

odor deixados pelo animal.

4.7.1 Avaliacao da atividade locomotora

4.7.1.1 Teste do Campo Aberto

Experimento utilizado para avaliar a atividade exploratéria do animal
(ARCHER, 1973). Os parametros para observacdo foram: nUmero de cruzamentos
com as quatros patas (movimentagdo espontanea), nUmero de comportamentos de
auto-limpeza (grooming) e o niumero de levantamentos (rearing), registrados durante
um tempo de 5 minutos. Apés 60 minutos do tratamento por via oral os animais
foram submetidos ao campo aberto para avaliacdo dos parametros
comportamentais. Além dos grupos tratados com o Timol, um grupo foi tratado com
diazepam 2 mg/kg (i.p.) como controle positivo. Os animais controle foram tratados

com solucdo de Tween 80 a 2%, usado como veiculo.

Quadro 3 - Teste do campo aberto em camundongos

5 min

& - 60 min

ALE (nimero de
cruzamentos)

Timol (25 e 50 mg/kg); |
diazepam (2 mg/kg) ou
veiculo.

Rearing Grooming

Fonte: adaptado de Melo, 2006.
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4.7.2 Avaliagcdo da Atividade Relaxante Muscular

4.7.2.1 Teste do Rota Rod

Neste teste, 60 minutos apds a administracdo de Timol nas duas doses
estudadas, os animais foram colocados com as quatro patas sobre uma barra de 2,5
cm de didametro, elevado a 25 cm do piso, nas rotacdes de 15 e 30 rpm. Para cada
animal foi registrado o tempo de permanéncia na barra, em um periodo de até 2
minutos (DUNHAM e MIYA, 1957). O diazepam 2mg/kg (i.p.) foi utilizado como

padrao positivo.

Quadro 4 - Teste do rota rod em camundongos

-

& <o 60 min

/

Timol (25 e 50 mg/kg);
diazepam (2 mg/kg) ou
veiculo.

Tempo de
permanéncia (s)

Fonte: adaptado de Melo, 2006

4.7.3 Avaliacéo da Atividade Ansiolitica

4.7.3.1 Teste de labirinto em cruz elevado (Plus Maze)

Cada animal, ap6és 60 minutos do tratamento com Timol (v.0.), foi
colocado na plataforma central direcionado para um dos bracos fechados como
descrito por Pellow et al. (1985). Durante 5 minutos, foram observados os seguintes

parametros: nimero de entradas nos bracos abertos e fechados e o tempo de
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permanéncia do animal em cada um desses bragos. A percentagem do tempo de
permanéncia em cada braco foi calculada utilizando-se a razdo do tempo em cada
um dos bracos e o tempo total de permanéncia em ambos os bracos. A
percentagem do numero de entradas foi calculada usando a razédo entre o nimero
de entradas em cada um dos bracos e o numero total de entradas nos bracos
abertos e fechados. Além dos grupos tratados com o Timol, um grupo foi tratado
com diazepam 1 mg/kg (i.p.) como controle positivo. Para a investigacdo do
mecanismo de acao ansiolitico, foi utilizado um grupo de animais tratados com
flumazenil 2,5mg/kg (i.p.), um antagonista do receptor GABA,/ Benzodiazepinico, e
15 minutos depois tratados com veiculo (dgua destilada) por via oral. Ao segundo
grupo, foi administrado Flumazenil e 15 minutos depois receberam Timol 25 mg/Kg

(v.0).

Quadro 5 - Teste do Labirinto em cruz elevado em camundongos

5 min

= 60 min

Timol (25 e 50 mg/kg);
diazepam (1 mg/kg) ou -

veiculo. .
Numero de entradas e tempo

de permanéncia (s) nos
bragos abertos e fechados

Fonte: adaptado de Melo, 2006.
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4.7.4. Avaliagcdo da Atividade Antidepressiva

4.7.4.1 Teste do Nado Forcado

O experimento consiste numa exposi¢do a um tanque de agua (22 cm de
didametro e 40 cm de altura) por 5 minutos. Deve-se colocar agua fresca a 25°C até a
metade do tanque, cerca de 20 cm. Seguindo a metodologia original descrita em
1978 por Porsolt et al. Imipramina 10 mg/kg (i.p.) foi utilizada como droga-padréo, a
fim de verificar a confiabilidade do teste. Este teste também foi utilizado para
investigar os efeitos do Timol sobre os diversos sistemas de neurotransmissores

envolvidos na depressao.

Quadro 6 - Teste do nado forcado em camundongos

e 30 ou 60 min

Timol (25 e 50 mg/kg);
imipramia (10 mg/kg) ou
veiculo.

Tempo de
imobilidade (s)

Fonte: adaptado de Melo, 2006
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4.7.4.2 Avaliacdo da participacédo do sistema noradrenérgico

Os animais foram pré-tratados com Prazosina 1 mg/kg (i.p.) ou loimbina 1
mg/kg (i.p.) e 30 min depois foram tratados com Timol 50 mg/kg, v.0. Uma hora

depois os animais foram submetidos ao teste do nado forgado.

4.7.4.3 Avaliagéo da participacao do sistema serotonérgico

Os animais foram pré-tratados com PCPA 100 mg/kg (i.p.) 1 vez ao dia
por quatro dias consecutivos, entdo 24 horas apés o ultimo tratamento com PCPA os
animais foram tratados com Timol (v.0.), e submetidos ao nado forcado 1 hora

depois.

4.7.4.4 Avaliacdo da participacao do sistema dopaminérgico

Os animais foram pré-tratados com SCH23390 15mg/kg (i.p.) ou Sulpirida
50 mg/kg (i.p.) trinta minutos antes do tratamento com Timol. Apds 60 minutos (v.0.)

do ultimo tratamento, os animais foram submetidos ao teste do nado forgado.

4.7.4.5 Teste da Suspenséo da Cauda

E um teste utilizado para avaliar os efeitos antidepressivos de uma droga.
Os animais devem ser suspensos, presos cerca de 1 cm a partir da ponta da cauda,
por uma fita adesiva numa plataforma a 58 cm da bancada do experimento. A
duracdo da imobilidade deve ser avaliada durante 6 minutos segundo a metodologia
original descrita por Steru et al. 1985. Imipramina 30 mg/kg (i.p.) foi utilizada como

droga-padréo, a fim de verificar a confiabilidade do teste.
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Quadro 7 - Teste da suspensédo da cauda em camundongos.

6 min

. e 30 ou 60 min

Timol (25 e 50 mg/kg);
imipramia (30 mg/kg) ou
veiculo.

Tempo de
imobilidade (s)

Fonte: adaptado de Melo, 2006

4.7.5 Avaliacao da Atividade Sedativa/Hipnética

4.7.5.1Teste do Tempo de Sono Induzido por Pentobarbital

Uma hora apdés o tratamento com Timol nas doses de: 25mg/kg (v.0.) e
50mg/kg (v.0.), os animais receberam pentobarbital sddico 40mg/Kg (i.p.), como
agente indutor do sono de acordo com o método de Dandiya & Collumbine (1959). O
tempo desde a injecdo do pentobarbital até o animal perder o reflexo postural foi
registrado como laténcia de sono e o tempo de laténcia entre a perda e a
recuperacao voluntaria do reflexo postural foi registrado como tempo de sono.

Iniciado o periodo de sono, em seus respectivos grupos, os animais foram
posicionados em decubito dorsal em local de adequada observacéo; foi registrado o
inicio do sono de cada animal. Os animais foram observados durante todo o tempo
de sono; sendo o final deste marcado no momento em que o animal retornou a
situacdo de alerta, caracterizada pela alteracdo da posicdo de decubito dorsal. O
periodo total de observacéo (cut of) foi de, no maximo, 120 minutos. Diazepam 1

mg/kg (i.p.) foi utilizado como droga-padréo.
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Quadro 8 - Teste do tempo de sono induzido por pentobarbital em camundongos

60 mi N |

_r_ Ve min > Pentobarbital (40 mg/kg) ‘
s -

*E'g-aw &%

Timol (25 e 50 mg/kg);
diazepam (1 mg/kg) ou
veiculo.

Laténcia do sono (s) e
duragdo do sono (s)

Fonte: adaptado de Melo, 2006

4.7.6 Avaliacdo da Atividade Anticonvulsivante

4.7.6.1 Teste da Convulséo Induzida por pentilenotetrazol

Este experimento foi realizado seguindo a metodologia descrita por
Swinyard et al. (1952) e permite avaliar a possivel agdo anticonvulsivante da droga
em teste. Ap6s 60 minutos do tratamento com timol (via oral) ou salina ou trinta
minutos apdés o Diazepam 1mg/kg (i.p.), todos os animais foram tratados com
pentilenotetrazol 100mg/kg (i.p.). Em seguida, os camundongos foram colocados em
gaiolas individuais e observados por até 20 minutos. O tempo de manifestacdo da
primeira convulsdo do tipo clénica ou tbnico-clonica (laténcia de convulséo) e a

laténcia para morte foram os parametros registrados.
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Quadro 9 - Teste da convulsao induzida por pentilenotetrazol em camundongos

f> 60min "> |Pentilenotetrazol (100 mg/kg) |

N\,

Timol (25 e 50 mg/kg);
diazepam (1 mg/kg) ou

Fonte: adaptado de Melo, 2006

4.8 Andlise Estatistica

Para as analises estatisticas foi utilizado o teste de Analise de Variancia
(ANOVA) seguida de Student Newman Keuls (comparac¢des multiplas) post hoc. O

nivel de significancia adotado foi p< 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Avaliacédo da atividade locomotora

5.1.1 Teste do Campo Aberto

A Ativadade Locomotora Espontanea (LCE), rearing e grooming foram os
parametros analisados e os resultados foram expressos em nameros de travessias,
de rearing e de grooming. Timol administrado vor via oral ndo alterou a atividade
locomotora em nenhuma das doses estudadas. (Figura 10) [TIMOL 25mg/kg:
21,00+1,9444 (10)]; [TIMOL 50mg/kg: 15,00+2,108 (10)]; comparando com o
controle: [cont.:18,83+1,543 (10)]. O Diazepam 2mg/kg i.p. usado como droga
padrao, reduziu a atividade locomotora em relagéo ao controle [DZP-2: 9,000+2,619
8)1-

O Rearing (Figura 11) néo foi alterado em nenhuma das doses estudadas
[TIMOL 25mg/kg: 6.125+0.6665 (10)]; [TIMOL 50mg/kg: 4,750+1,398 (10)];
comparando com o controle: [cont.:5,438+0,9218 (10)]. O Diazepam 2mg/kg i.p.
usado como droga padrdo, reduziu o rearing em relacdo ao controle [DZP-
2:1,500+0,6547 (8)].

O Grooming (Figura 12) téve uma reducao significativa com o uso do
Timol em ambas as doses estudadas [TIMOL 25mg/kg: 5,300+0,6675 (10)]; [TIMOL
50mg/kg: 4,600+0,4522 (10)]; comparando com o controle: [cont.: 8,267+0,6131
(10)]. O Diazepam 2mg/kg i.p. usado como droga padréo, reduziu o Grooming em
relacdo ao controle [DZP-2 0,3750+0,1830 (8)].
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Figura 10 - Efeito do Timol e Diazepam sobre a atividade locomotora
espontanea no teste do campo aberto em camundongos.
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Controle veiculo e Timol 25mg/kg e 50 mg/kg (v.0.), Diazepam 2 mg/kg (i.p.) foram administrados 60
min (v.0.) e 30 min (i.p.) antes do experimento, os valores expressam a média £+ EPM do nimero de
travessias durante 5 minutos. Para andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student
Newmans Keuls como teste post hoc. Valores significativos ** p<0,01.
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Figura 11 - Efeito do Timol e Diazepam sobre o niumero de rearing no teste do
campo aberto em camundongos.
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Controle (veiculo) e Timol 25mg/kg e 50 mg/kg (v.0.), Diazepam 2mg/kg (i.p.) foram administrados 60
min (v.0.) e 30 min (i.p.) antes do experimento, os valores expressam a média £+ EPM do nimero de
rearing durante 5 minutos. Para andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newmans
Keuls como teste post hoc. Valores significativos * p<0,05.
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Figura 12 - Efeito do Timol e Diazepam sobre o numero de grooming no teste
do campo aberto em camundongos.
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Controle (veiculo) e Timol 25mg/kg e 50 mg/kg (v.0.), Diazepam 2 mg/kg (i.p.) foram administrados
60 min (v.0.) e 30 min (i.p.) antes do experimento, os valores expressam a média + EPM do namero
de grooming durante 5 minutos. Para andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student
Newmans Keuls como teste post hoc. Valores significativos *** p<0,001.

5.2 Avaliagdo da Atividade Relaxante Muscular

5.2.1 Teste do Rota Rod

O tempo de permanéncia na barra durante 2 minutos foi o parametro
utilizado, foram realizadas nas rotacdes de 15 rpm e 30rpm com o Timol nas doses
de 25mg/kg e 50 mg/kg (v.0.) em ambas as rotagoes.

O Timol ndo alterou o tempo de permanéncia na barra em nenhuma das
doses estudadas em relagdo ao grupo controle. 15rpm (Figura 13): [TIMOL
25mg/kg: 116,1+1,586 (8)]; [TIMOL 50mg/kg: 119,310,366 (8)]; comparando com o
controle: [cont.: 116,2+1,100 (8)]. 30rpm (Figura 14): [TIMOL 25mg/kg: 116,0+1,558
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(8)]; [TIMOL 50mg/kg: 109,6+3,713 (8)]; comparando com o controle: [cont.:
103,3£2,629 (8)].

O Diazepam 2mg/kg i.p. usado como droga padrdo positivo e reduziu
significativamente o tempo de permanéncia na barra em ambas as rotacdes
estudadas em relacdo ao controle 15 rpm [DZP-2: 93,00+4,166 (8)]; 30rpm [DZP-2:
71,754,419 (8)]. (Figuras 13 e 14)

Figura 13 - Efeito do Timol e Diazepam no tempo de permanéncia na barra
giratdria na velocidade de 15 rpm, no teste do Rota rod em camundongos.

15 rpm

-

n

(=]
]

*kk

100+

n
[ =]
1

Tempo de permanéncia (s)

Controle TIMOL-25 TIMOL-50 DZP-2

Controle (veiculo) e Timol 25mg/kg e 50 mg/kg (v.0.), Diazepam 2mg/kg (i.p.) foram administrados 60
min (v.0.) e 30 min (i.p.) antes do experimento, os valores expressam a média £+ EPM no tempo de
permanéncia na barra giratéria durante 2 minutos. Para andlise estatistica foi utilizado ANOVA
seguido por Student Newmans Keuls como teste post hoc. Valores significativos*** p<0,001 vs
controle.
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Figura 14 - Efeito do Timol e Diazepam no tempo de permanéncia na barra
giratoria na velocidade de 30 rpm, no teste do Rota rod em camundongos.
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Controle (veiculo) e Timol 25mg/kg e 50 mg/kg (v.0.), Diazepam 2mg/kg (i.p.) foram administrados 60
min(v.0.) e 30 min(i.p.) antes do experimento, os valores expressam a média £+ EPM no tempo de
permanéncia na barra giratéria durante 2 minutos. Para andlise estatistica foi utilizado ANOVA
seguido por Student Newmans Keuls como teste post hoc. Valores significativos *** p<0,001 vs
controle.

5.3 Avaliacédo da Atividade Ansiolitica
5.3.1 Teste do Labirinto em Cruz Elevado (LCE)

Os parametros analisados neste teste foram o numero de entrada nos
bracos abertos (NEBA), a percentagem de entrada nos bracos abertos (PEBA), o
tempo de permanéncia nos bragos abertos (TPBA) e a percentagem do tempo de

permanéncia nos bragos abertos (PTBA).
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Ambas as doses do Timol aumentaram significativamente o NEBA,
comparados com o controle, no entanto a dose de 50 mg/kg apresentou uma maior
significancia [TIMOL 25mg/kg: 6,583%0,5430 (10); TIMOL 50mg/kg: 8,250+0,5383
(10); cont.: 4,264+0,4581 (12)]. (Figura 15)

O Timol aumentou significativamente o PEBA em ambas as doses
estudadas, e também neste parametro a dose de 50 mg/kg apresentou uma maior
significancia [TIMOL 25mg/kg: 43,83+2,769 (10); TIMOL 50mg/kg: 54,71+1,846 (10);
cont.: 30,98+2,952 (12)]. (Figura 16)

Ambas as doses do Timol aumentaram significativamente o parametro
TPBA, comparados com o controle, no entanto a dose de 50 mg/kg assim como em
outros parametros também apresentou uma maior significancia [TIMOL 25mg/kg:
99,3149,614 (12); TIMOL 50mg/kg: 136,1+12,76 (10); cont.: 51,50+6,750 (10)].
(Figura 17)

O Timol aumentou significativamente o PTBA em ambas as doses
estudadas, e também neste parametro a dose de 50 mg/kg apresentou uma maior
significancia [TIMOL 25mg/kg: 41,04+3,109 (10); TIMOL 50mg/kg: 51,97+3,060 (10);
cont.: 24,71+2,751 (12)]. (Figura 18)

O Diazepam foi utilizado como padrdo positivo na dose de 1mg/kg e
aumentou todos os parametros: NEBA [DZP: 5,900+0,6904 (12)]; PEBA [DZP:
41,31+4,532 (12)]: TPBA [DZP: 77,33+6,829 (10)]; PTBA [DZP: 29,41+2,476 (10)].
(Figuras 15, 16, 17, 18)

A andlise do envolvimento dos receptores benzodiazepinicos no efeito
ansiolitico do Timol mostrou que o grupo (FLU-2,5 + veiculo v.0.) ndo alterou os
parametros analisados NEBA [DZP: 4,889+0,8889 (9)]; PEBA [DZP: 35,73+4,392
(9)]; TPBA [DZP: 63,50+4,424 (8)]; PTBA [DZP: 24,11+2,205 (9)].

No grupo em que foi adminstrado o Flumazenil 15 minutos antes da
administracdo do Timol 50mg/Kg (FLU-2,5 + Timol 50mg/Kg) foi observado uma
supresséao do efeito ansiolitico do Timol em todos os parametros analizados. NEBA
[5,500+0,4534 (12)]; PEBA [54,71+1,846 (12)]; TPBA [136,1+12,76 (11)]; PTBA
[51,97+£3,060 (12)] quando comparado com o grupo tratado apenas com Timol 50
mg/kg. NEBA [8,250+0,5383 (10)]; PEBA [35,96+3,347 (10)]; TPBA [68,71+15,98
(8)]; PTBA [30,80+4,836 (10)].

Do mesmo modo a associagdo (FLU-2,5 + DZP-1) também reverteu o

efeito ansiolitico do diazepam em todos os parametros analisados NEBA
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[5,900+0,6904 (10)]; PEBA [41,31+4,532 (9)]; TPBA [77,3316,829 (9)]; PTBA
[29,41£2,476 (10)]. Quando comparado com o grupo DZP-1 [NEBA [10,46+0,6466
(10)]; PEBA [63,56+2,594 (10)]; TPBA [168,7+5,366 (10)]; PTBA [61,27+£2,974 (10)].
(Figuras 15, 16, 17, 18)

Figura 15 - Efeito do Timol e do Diazepam, sozinhos associados a Flumazenil
sobre o numero de entradas no bragco aberto (NEBA) no teste do Labirinto em
Cruz Elevado (LCE) em camundongos
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Controle (Veiculo) e Timol 256mg e 50mg/Kg (v.0.), Diazepam 1mg/Kg (i.p.) foram administrados 60
min (v.0.) ou 30 min (i.p.) antes do experimento. Quando associados foram administrados 15 minutos
ap6s a administragdo da Flumazenil (FLU 2,5 mg/Kg i.p.) e 30 (i.p.) e 60 (v.0.) minutos depois foi
ralizado o experimento. Os valores representam a média + EPM do nimero de entradas nos bragos
abertos durante 5 minutos. Para andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman
Keuls como teste post hoc. Valores significativos *p< 0,05; ***p<001 vs controle; #p< 0,05 vs Timol-
50; +p< 0,05 vs DZP-1.



61

Figura 16 - Efeito do Timol e do Diazepam, sozinhos ou associados a
Flumazenil sobre o percentual de entradas no brago aberto (PEBA) no teste do
Labirinto em Cruz Elevado (LCE) em camundongos.
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Controle (Veiculo) e Timol 25mg e 50mg/Kg (v.0.), Diazepam 1mg/Kg (i.p.) foram administrados 60
min (v.0.) ou 30 min (i.p.) antes do experimento. Quando associados foram administrados 15 minutos
ap6s a administracdo da Flumazenil FLU 2,5mg/Kg (i.p.) e 30 (i.p.) e 60 (v.0.) minutos depois foi
ralizado o experimento. Os valores representam a média + EPM do percentual de entradas nos
bracos abertos durante 5 minutos. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student
Newman Keuls como teste post hoc. Valores significativos *p< 0,05; ***p<001 vs controle; ###p<
0,001 vs Timol-50; +p< 0,05 vs DZP-1.
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Figura 17 - Efeito do Timol e do Diazepam, sozinhos ou associados a
Flumazenil sobre o tempo de permanéncia nos bracos abertos (TPBA) no teste

do Labirinto em Cruz Elevado (LCE) em camundongos.
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Controle (Veiculo) e Timol 25mg e 50mg/Kg (v.0.), Diazepam 1mg/Kg (i.p.) foram administrados 60
min (v.0.) ou 30 min (i.p.) antes do experimento. Quando associados foram administrados 15 minutos
ap6s a administracdo da Flumazenil FLU 2,5mg/Kg (i.p.) e 30 (i.p.) e 60 (v.0.) minutos depois foi
ralizado o experimento. Os valores representam a média + EPM do tempo de permanéncia no bracos
abertos durante 5 minutos. Para andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman
Keuls como teste post hoc. Valores significativos **p< 0,01; ***p< 0,01 vs controle; ###p< 0,001 vs

Timol-50; +++p< 0,001 vs DZP-1.



63

Figura 18 - Efeito do Timol e do Diazepam, sozinhos ou associados a
Flumazenil sobre o percentual do tempo de permanéncia no braco aberto
(PTBA) no teste do Labirinto em Cruz Elevado (LCE) em camundongos.
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Controle (Veiculo) e Timol 25mg e 50mg/Kg (v.0.), Diazepam 1mg/Kg (i.p.) foram administrados 60
min (v.0.) ou 30 min (i.p.) antes do experimento. Quando associados foram administrados 15 minutos
ap6s a administracdo da Flumazenil FLU 2,5mg/Kg (i.p.) e 30 (i.p.) e 60 (v.0.) minutos depois foi
realizado o experimento. Os valores representam a média + EPM do percentual do tempo de
permanéncia no bracos abertos durante 5 minutos. Para andlise estatistica foi utilizado ANOVA
seguido por Student Newman Keuls como teste post hoc. Valores significativos **p< 0,01; ***p< 0,01
vs controle; ###p< 0,001 vs Timol-50; +++p< 0,001 vs DZP-1.
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5.4 Avaliagdo da Atividade Antidepressiva

5.4.1 Teste do Nado Forcado

O tempo de imobilidade dos animais foi o parametro analisado neste
teste. Os resultados demonstraram que o Timol quando administrado por via oral em
ambas as doses estudadas (25 mg/Kg e 50mg/Kg) diminuiu significativamente o
tempo de imobilidade com relacdo ao grupo controle [controle: 105,4
+14,21(10)].Timol (25mg/Kg): 51,22 + 10,60 (9)]; Timol (50mg/Kg): 35,00 + 7,730
C))F

A Imipramina (10 mg/Kg i.p.) foi utilizada como droga padrdo positivo e
diminuiu significativamente o tempo de imobilidade quando comparado ao grupo
controle [IMI-10 mg/Kg: 35,00 = 7,730 (9)] (Figura 19).

Figura 19 - Efeito do Timol sozinho ou associado a Imipramina sobre o tempo
de imobilidade (s) no teste do nado forcado em camundongos.
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Controle (veiculo) e Timol 256mg/kg e 50 mg/kg (v.0.), Imipramina 10mg/kg (i.p.) foram administrados
60 min (v.0.) e 30 min (i.p.) antes do experimento, o0s valores expressam a média + EPM do tempo de
imobilidade durante 5 minutos. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student
Newmans Keuls como teste post hoc. Valores significativos*** p<0,001 vs controle.



65

5.4.2 Avaliagdo do Sistema Noradrenérgico

O envolvimento do sistema noradrenérgico foi avaliado através do pré-
tratamento dos animais com o antagonista dos receptores noradrenérgicos a1
Prazosina (1mg/Kg i.p.) e o antagonista dos receptores noradrenérgicos a2 loimbina
(Img/Kg i.p.).

O pré-tratamento dos animais com Prazosina seguido da administracédo
do Timol (50mg/Kg v.0.) foi capaz de reverter o efeito antidepressivo do Timol,
sugerindo o envolvimento de receptores noradrenérgicos a1 neste efeito no teste do
nado forcado quando comparado com o grupo controle [controle: 108,9 + 9,182 (8)];
Timol(50mg/Kg): 15,175,089 (8); Prazosina (1mg/Kg): 111,7+6,856 (10);
Timol(50mg/Kg) + Prazosina(1mg/Kg): 141,4+ 9,279 (10)] (Figura 20).

Efeito semelhante também pbdde ser evidenciado ao avaliarmos o
envolvimento dos receptores noradrenérgicos a2, pois a loimbina também reverteu o
possivel efeito antidepressivo do Timol no teste do nado forcado quando comparado
ao grupo controle. [controle: 136,9 + 15,46 (8)]; Timol 50mg/Kg: 36,00 + 6,586 (8);
loimbina: 117,9 + 8,998 (10); Timol 50 + loimbina: 78,67 £ 16,03 (9) ] (Figura 21).
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Figura 20 - Efeito do Timol sozinho ou associado a Prazosina sobre o tempo de
imobilidade (s) no teste do nado forcado em camundongos.
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Controle (veiculo) e Timol (50 mg/kg v. 0.) foram administrados 60 minutos antes do experimento.
Quando associados foram administrados 30 minutos apds a administragdo de Prazosina (PRZ
1mg/Kg) e 60 minutos depois foi realizado o experimento. Os valores expressam a média + EPM do
tempo de imobilidade durante 5 minutos. Para andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por
Student Newmans Keuls como teste post hoc. Valores significativos *** p<0,001 vs controle, # p<0,05
vs Timol 50.
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Figura 21 - Efeito do Timol sozinho ou associado a loimbina sobre o tempo de
imobilidade (s) no teste do nado forcado em camundongos.
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Controle (veiculo) e Timol (50 mg/kg v. 0.) foram administrados 60 minutos antes do experimento.
Quando associados foram administrados 30 minutos apés a administracédo de loimbina (IOM 1mg/Kg)
e 60 minutos depois foi realizado o experimento. Os valores expressam a média + EPM do tempo de
imobilidade durante 5 minutos. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student
Newmans Keuls como teste post hoc. Valores significativos *** p<0,001 vs controle, # p<0,05 vs
Timol 50.
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5.4.3 Avaliagdo do Sistema Serotonérgico

O envolvimento dos receptores serotonérgicos foi avaliado através do preé-
tratamento dos animais com PCPA (100 mg/Kg i.p.), um inibidor da sintese de 5-HT
que foi administrado 01 vez ao dia por 04 dias consecutivos.

Quando associado ao Timol (50 mg/Kg v.0.) reverteu significativamente o seu
possivel efeito antidepressivo na avaliacdo do tempo de imobilidade no teste do
nado forcado em camundongos. Bem como também reverteu o efeito antidepressivo
da Fluoxetina (35 mg/Kg i.p.) que foi utilizada com droga padrdo, comparada ao
grupo controle [controle: 169,4+11,03 (8); PCPA100: 121,0+5,837(10); Timol
50mg/Kg: 37,40 + 5,357 (10); Timol 50 + PCPA 100: 198,4 + 11,42(8), FLU 35:
42,82 + 3,811(10); FLU 35 + PCPA 100: 121,0+4,89 (9)] (Figura 22).
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Figura 22 - Efeito do Timol e Fluoxetina, sozinhos ou associados ao PCPA
sobre o tempo de imobilidade (s) no teste do nado forcado em camundongos.
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Controle (veiculo), Timol (50 mg/kg v. 0.), Fluoxetina (FLU 35mg/Kg i.p.) foram administrados 60
minutos (v.0.) ou 30 minutos (i.p.) antes do experimento. Quando associados foram administrados 30
minutos apos a administragdo de PCPA (PCPA 100mg/Kg i.p.) e 60 minutos depois foi realizado o
experimento. Os valores expressam a média £+ EPM do tempo de imobilidade durante 5 minutos. Para
analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newmans Keuls como teste post hoc.
Valores significativos *** p<0,001 vs controle, #### p<0,001 vs Timol 50; +++ p<0,001 vs FLU 35.
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5.4.4 Avaliagdo do Sistema Dopaminérgico

Foi realizado a analise do envolvimento dopaminérgico no possivel efeito
antidepressivo do timol, através do pré-tratamento dos animais com SCH23390
(0,05 mg/Kg i.p.) um antagonista dos receptores D1 dopaminérgicos e Sulpirida (50
mg/Kg i.p.) um antagonista dos receptores D2 dopaminérgicos, 0s quais ambos
reverteram significativamente o efeito antidepressivo do timol (50 mg/Kg v.0.) e da
Bupropriona (30 mg/Kg i.p.) em comparagao ao grupo controle.

O pré-tratamento com controle e veiculo, Timol(50mg/Kg), Bupropriona
(30 mg/Kg) e SCH23390 (0,05mg/Kg) sozinhos os associados nos mostra 0s
seguintes resultados: [Controle: 163,0 = 13,80 (8); SCH23390 (0,05mg/KQ): 162,6 +
14,20 (8); Timol (50mg/Kg): 20.75 + 7,408 (8); Timol (50mg/Kg) + SCH23390
(0,05mg/Kg): 131,1 =+ 17,66 (8); Bupropiona (30 mg/Kg): 53,40 + 7,315 (10);
Bupropiona (30 mg/Kg) + SCH23390 (0,05mg/Kg): 101,0 £ 5,220 (8)] (Figura 23).

Como relatado anteriormente também foi realizado o pré-tratamento com
controle e veiculo, Timol(50mg/Kg), Bupropriona (30 mg/Kg) e Sulpirida (50mg/Kg)
sozinhos os associados 0s quais 0s seguintes resultados foram: [Controle: 183,0 +
14,08 (8); Sulpirida (50mg/Kg): 154,0 + 12,20 (8); Timol (50mg/Kg): 34,25 + 5,147
(8); Timol (50mg/Kg) + SCH23390 (0,05mg/Kg): 170,1 + 16,47 (8); Bupropiona (30
mg/Kg): 58,56 + 6,729 (9); Bupropiona (30 mg/Kg) + SCH23390 (0,05mg/Kg): 127,4
+ 13,18 (8)] (Figura 24).
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Figura 23 - Efeito do Timol sozinho ou associado a SCH23390 sobre o tempo
de imobilidade (s) no teste do nado forcado em camundongos.

K3

(=]

(=]
']

==

n

(=]
Il

100+

n
(=]
i

Tempo de Imobilidade (s)

Controle SCH'I],IJE 50 50+SCHO0,05 30 SCH 0,05

TIMOL BUPROPIONA

Controle (veiculo) e Timol (50 mg/kg v. 0.) foram administrados 60 minutos antes do experimento.
Quando associados foram administrados 30 minutos ap0s a administragdo de SCH23390 (SCH
0,05mg/Kg) e 60 minutos depois foi realizado o experimento. Os valores expressam a média + EPM
do tempo de imobilidade durante 5 minutos. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por
Student Newmans Keuls como teste post hoc. Valores significativos *** p<0,001 vs controle, ###
p<0,001 vs Timol 50, **p< 0,01 vs Bupropiona 30.
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Figura 24 - Efeito do Timol sozinho ou associado a Sulpirida sobre o tempo de
imobilidade (s) no teste do nado forcado em camundongos.
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Controle (veiculo) e Timol (50 mg/kg v. 0.) foram administrados 60 minutos antes do experimento.
Quando associados foram administrados 30 minutos apés a administragdo de Sulpirida (50 mg/Kg
i.p.) e 60 minutos depois foi realizado o experimento. Os valores expressam a média + EPM do tempo
de imobilidade durante 5 minutos. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student
Newmans Keuls como teste post hoc. Valores significativos *** p<0,001 vs controle, ### p<0,001 vs
Timol 50, +++p< 0,001 vs Bupropiona.
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5.4.5 Teste da Suspensao da Cauda

No teste de suspensdo da cauda Timol foi administrado po via oral, e
evdenciou-se que ambas as doses estudadas diminuiram significativamente o tempo
de imobilidade em (25 mg/Kg e 50mg/Kg) com relagdo ao grupo controle [TIMOL
25mg/Kg: 90,11 + 9,068 (9)]; TIMOL 50mg/Kg: 76,20 + 8,899 (10); controle: 118,5 +
10,83(8) ].

A Imipramina (30 mg/Kg i.p.) foi utilizada como droga padrao positivo e
diminuiu significativamente o tempo de imobilidade quando comparado ao grupo
controle [IMI 30mg/Kg: 15,79 £ 2,457 (8)] (Figura 25)

Figura 25 - Efeito do Timol e da Imipramina sobre o tempo de imobilidade (s)
no teste de suspensao da cauda em camundongos.
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Controle (veiculo) e Timol (25mg/kg e 50 mg/kg v. 0.), Imipramina (30 mg/kg i.p.) foram
administrados 60 min (v.0.) e 30 min (i.p.) antes do experimento, os valores expressam a média +
EPM do tempo de imobilidade durante 5 minutos. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA
seguido por Student Newmans Keuls como teste post hoc. Valores significativos *p<0,05; **p<0,01;***
p<0,001 vs controle.
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5.5 Avaliacdo da Atividade Sedativa/Hipnética

5.5.1 Teste do Tempo de Sono Induzido por Pentobarbital

Os parametros utilizados neste teste foram a laténcia e a duragdo do
sono. Veiculo (v.0.), Timol (25mg/kg e 50mg/kg v.0.) e Diazepam (1mg/kg) foram
administrados nos animais e apo0s 60 minutos foi administrado pentobarbital
(40mg/kg i.p.).

O Timol na dose de 25mg/kg e 50 mg/kg nao alterou significativamente
Na Laténcia do sono [TIMOL 25mg/kg: 298,3+20,50 (8)]; [TIMOL 50mg/kg:
382,4+33,61 (8)]; comparando com o controle: [cont.: 322,9+32,21 (8)]. (Figura 26)

No entanto na analise da duracdo do sono, apenas na dose de 50 mg/kg
o Timol aumentou significativamente este parametro. Duragdo do sono [TIMOL
25mg/kg: 273,8+510,9(8)]; [TIMOL 50mg/kg: 348,5+475,4 (8)]; comparando com o
controle: [cont.: 165,6+£348,4 (8)]. (Figura 27)

O Diazepam foi utilizado como padrdo positivo e diminuiu a laténcia e
aumentou o tempo de sono significativamente em relacdo ao grupo controle.
Laténcia do sono [DZP-1mg/kg: 177,7+4,042 (8)]; Duracdo do sono [DZP-1mg/Kkg:
411,8+192,8 (8)] (Figuras 26 e 27).
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Figura 26 - Efeito do Timol e Diazepam sobre a laténcia de sono (s) no teste do
tempo de sono induzido por pentobarbital em camundongos.
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Controle (veiculo), Timol (TIMOL- 25 e 50 mg/Kg, v.0.), Diazepam (DZP-1 mg/Kg, i.p.) foram
administrados 60 minutos (v.0.) ou 30 minutos (i.p.) antes do experimento. Os valores representam a
média =+ EPM da laténcia do sono (s). Para andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por
Student Newman Keuls como teste post hoc. Valores significativos ***p< 0,001 vs controle.
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Figura 27- Efeito do Timol e Diazepam sobre a durac&o de sono (s) no teste do
tempo de sono induzido por pentobarbital em camundongos.
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Controle (veiculo), Timol (TIMOL- 25 e 50 mg/Kg, v.0.), Diazepam (DZP-1 mg/Kg, i.p.) foram
administrados 60 minutos (v.0.) ou 30 minutos (i.p.) antes do experimento. Os valores representam a
média + EPM da duracdo do sono (s). Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por
Student Newman Keuls como teste post hoc. Valores significativos **p< 0,01 e ***p< 0,001 vs
controle.
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5.6 Avaliagdo da Atividade Anticonvulsivante

5.6.1 Teste da Convulséao Induzida por Pentilenotetrazol

Foi realizado o teste da convulsao induzida por pentilenotetrazol onde os
parametros analisados foram: a laténcia da convulséo, a laténcia de morte ambos os
parametros medidos em segundos, e a porcentagem de sobrevivéncia.

Os animais tratados com Timol 25mg/Kg (v.0.) ndo apresentaram
alteracdo significativa em nenhum dos parametros analisados [Timol-25:
118,6+11,98(9)] j& os animais tratados com a dose de 50mg/Kg apresentaram um
aumento significativo na laténcia da convulsdo [Timol-50: 155,5+23,71(9)], ambos
foram comparados ao grupo controle [controle: 95,11+9,894 (10)] (Figura 28)

Os resultados obtidos com a avaliagdo do parametro Laténcia de morte
nao apresentou alteracdo significativa em nenhuma das doses estudadas: [controle:
477,9+156,5 (10)] [Timol-25: 519,7+154,2 (10), Timol-50: 466,8+158,7(9)], (Figura
29)

O Diazepam 1mg/Kg foi utilizado como padrdao positivo e aumentou a
laténcia da convulsdo [DzZP-1: 182,6+15,22 (9)] quando comparado ao grupo
controle [controle: 95,11+9,894 (10)], (Figura 28)

A porcentagem de sobrevivéncia dos animais tratados com o Diazepam foi
de 100%, no entanto nenhum dos animais tratados com o Timol sobreviveram ao
teste. (Figura 29; Tabela 1)
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Figura 28 - Efeito do Timol e Diazepam sobre a laténcia da convulsdo (s) no
teste da convulsao induzida por pentilenotetrazol em camundongos.
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Controle (veiculo), Timol (TIMOL- 25 e 50 mg/Kg, v.0.), Diazepam (DZP-1 mg/Kg, i.p.) foram
administrados 60 minutos (v.0.) ou 30 minutos (i.p.) antes do experimento. Os valores representam a
média + EPM da laténcia da convulsao (s). Para andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por
Student Newman Keuls como teste post hoc. Valores significativos *p< 0,05 e **p< 0,01 vs controle.
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Figura 29 - Efeito do Timol e Diazepam sobre a laténcia de morte (s) no teste da
convulséo induzida por pentilenotetrazol em camundongos.
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Controle (veiculo), Timol (TIMOL- 25 e 50 mg/Kg, v.0.), Diazepam (DZP-1 mg/Kg, i.p.) foram
administrados 60 minutos (v.0.) ou 30 minutos (i.p.) antes do experimento. Os valores representam a
média + EPM da laténcia de morte (s). Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por
Student Newman Keuls como teste post hoc. Valores significativos ***p< 0,001 vs controle.
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Tabela 1- Efeito da adminstrag&o oral do Timol e Diazepam intraperitoneal no
teste de convulsao induzida por pentilenotetrazol em camundongos.

Grupo Laténcia da convulsdo | Laténcia de morte | Sobrevivéncia
(mg/Kg) (s) (s) (%)
Controle 95,11+9,894(10) | 477,9+156,5 (10) 0
TIMOL-25 118,6+11,98 (9) 519,71+154,2 (10) 0
TIMOL-50 155,5+23,71(9)* 466,8+158,7 (10) 0
DZP-1 182,6+15,22 (9)** - 100

Os valores representam a média £+ EPM da laténcia da convulséo e laténcia de morte. O niumero de
animais esta representado entre parénteses. Para andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por
Student Newman Keuls como teste post hoc. Valores significativos *p<0.05; **p< 0,01 vs controle.
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6 DISCUSSAO

O Timol 2-isopropil-5-metil-fenol, C10H140. Um isdbmero do Carvacrol,
possui caracteristicas similares a um fenol, com odor aromatico e gosto picante.
Apresenta-se como cristais incolores grandes ou po cristalino branco. (GUILLEN et
al., 2007). Timol e Carvacrol sdo constituintes do 6leo essencial de varias plantas
como o alecrim pimenta (NUNES, 2005).

Os efeitos do Timol ja estudados e descritos na literatura cientifica
disponivel incluem sua acdo anti-séptica e antimicrobiana (MATOS, 2000) e anti-
séptico, em alguns cremes dentais (FILOCHE; SOMA; SISSONS, 2005). Carvacrol e
Timol inibem a peroxidacdo de lipossomos fosfolipidicos e portanto exibem atividade
antimicrobiana e antimicotica. S&o conservantes naturais de alimentos e possuem
alta atividade antioxidante (MILOS et al., 2000; TEISSEDRE; WATERHOUSE, 2000;
MASTELIC et al., 2008).

Os estudos de Botelho et al., (2007) demonstraram que o timol inibiu
crescimento de patégenos orais como Streptococcus mutans e Candida albicans.
Timol e carvacrol, seu isbmero, inibiram o crescimento de biofilmes pré-formados de
Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis (NOSTRO et al.,, 2007),
apresentaram efeito antioxidante sobre hexanos (LEE et al., 2005) e efeito relaxante
sobre o musculo liso da aorta (PEIXOTO- NEVES et al., 2010). O timol € o segundo
constituinte mais abundante (25,16%) no 6leo essencial de Satureja thymbra o que
apresentou atividades: bactericida, fungicida, bacteriostética e fungistatica (GIWELI
et al., 2012). Begrow et al., (2010) em seus estudos experimentais relataram que o
timol e carvacrol apresentaram efeito antiespasmodico em ileo e traqueia de
roedores.

Adicionalmente, alguns trabalhos mostraram que timol e carvacrol
aliviaram os danos cognitivos causados por niveis aumentados de beta-amildide ou
hipofuncéo colinérgica em ratos e que atividades anticolinesterasica, antioxidante, e
anti-inflamatéria podem ser os mecanismos que contribuem para tais efeitos
benéficos (AZIZI et al., 2012).

Trabalhos recentes do nosso laboratério demonstraram que carvacrol seu
isbmero estrutural, apresentou resultados satisfatorios em modelos experimentais de
ansiedade (MELO, 2009) e depresséo (MELO, 2010). Levando em consideracgao tais

achados e sabendo-se que o Timol, até onde se sabe, ndo existem estudos sobre
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suas acdes no SNC, julgamos ser relevante estuda-lo em modelos animais de
ansiedade, depresséo e convulséo.

Sabe-se que € de fundamental importancia a realizacdo de estudos pré-
clinicos como por exemplo screening de novas drogas, procurando investigar seu
potencial farmacolégico e consequentemente acbes terapéuticas. Este trabalho
apresenta uma investigacdo das possiveis acbes centrais do Timol e seus
mecanismos de acdo farmacoldgica. Para tanto foram utilizados testes classicos
padronizados na farmacologia comportamental.

Historicamente a farmacologia comportamental surgiu durante a década
de 50 da necessidade de estudar drogas com efeitos comportamentais especificos
gue pudessem tratar com sucesso certos transtornos psiquiatricos. Atualmente, as
areas de investigacbes comportamentais mais intensas incluem as dos transtornos
psiquiatricos (esquizofrenia, depressdo, ansiedade, entre outros), doencas com
manifestacbes neurolégicas (Parkinson, doenca de Alzheimer), controle da dor
(crébnica e poés-operatéria) e abuso de drogas (alcoolismo, dependéncia, dentre
outros). Em cada um destes exemplos, a principal queixa do paciente envolve uma
disfuncdo psicologica e/ou comportamental que altera o funcionamento normal do
individuo na sua vida diaria (LAPA et al., 2008).

Os efeitos centrais do Timol foram estudados através de modelos
classicos para screening de atividades no sistema nervoso central tais como o
campo aberto, labirinto em cruz elevado (LCE), rota rod, tempo de sono induzido por
pentobarbital, nado for¢cado, suspensdo da cauda e convulsdo induzida por
pentilenotetrazol. Estes testes fornecem informacdes sobre desempenho
psicomotor, efeitos ansiolitico e antidepressivo, atividade miorrelaxante,
sedativo/hipnaética e anticonvulsivante (SOUSA et al., 2004).

O efeito do Timol na ansiedade foi estudado através do teste do Labirinto
em Cruz Elevado (LCE) originalmente desenvolvido por Pellow e colaboradores
(1985) e tornou-se um dos modelos mais utilizados para o estudo do comportamento
de ansiedade em ratos e camundongos (MELO, 2010).

Este modelo de ansiedade baseia-se na premissa de que ratos e outros
roedores evitam locais abertos e elevados, e quando neles confinados, mostram
sinais de medo como: congelamento, defecagdo, micgcdo e aumento do nivel
plasmatico do horménio de estresse a cortisona. Baseado nestas evidéncias o

labirinto em cruz elevado é constituido de dois bracos cercados por paredes,
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colocados perpendicurlamente a dois bragos abertos, estando o conjunto elevado
em relagdo ao assoalho. S&o mensurados o numero de entradas e o tempo de
permanéncia nos bracos abertos e fechados permitindo que o animal explore
livremente o aparelho por 5 ou 10 minutos (GRAEFF; GUIMARAES, 2001).

Este teste apresenta algumas vantagens se comparado a outros modelos
animais de ansiedade, pois é de facil manuseio, econdmico, rapido e ndo é
necessario fazer um treino prévio com os animais (TORRES; ESCARABAJAL,
2002). Estudos iniciais de validacdo farmacologica realizados por pesquisadores
ingleses mostraram que drogas que aliviam a ansiedade no homem, sobretudo os
benzodiazepinicos aumentavam significativamente o nimero ou percentagem de
entradas nos bracos abertos, bem como o tempo de permanéncia neles. A validade
deste teste também se fundamenta no fato de que estas atitudes fazem parte do
repertdrio natural de defesa do rato (GRAEFF; GUIMARAES, 2001).

Na analise do LCE mostrou-se que o Timol administrado por via oral nas
doses de 25 e 50 mg/Kg e aumentou significativamente todos os parametros
avaliados. Semelhante ao que ocorreu com o grupo de animais em que foi utilizado
o Diazepam na dose de 1mg/Kg por via intraperitonial droga utilizada como padrao
positivo. Este aumento significato de todos os parametros analizados indica que
semelhante ao diazepam droga ansiolitica classica, o Timol promoveu um
comportamento ansiolitico nos animais, ou seja, diminuindo o medo natural de
espacos elevados e abertos. Outros trabalhos utlizando diferentes substancias de
origem natural mostraram efeitos ansioliticos no LCE, pois resultados semelhantes
foram encontrados por Gomes et al., 2010 onde o monoterpeno 1,4-cineol
apresentou potenciais efeitos ansioliticos na realizacédo deste teste.

Vale ressaltar que os farmacos benzodiazepinicos, como por exemplo o
diazepam, j& estdo bem descritos na literatura como farmacos ansioliticos que
atuam como moduladores alostéricos do &acido y-aminobutirico (GABAA),
promovendo aumento da hiperpolarizagdo da célula (STAHL, 2010). Considerando
gue o timol agiu semelhante ao diazepam no LCE, resolvemos investigar se o efeito
ansiolitico do timol estaria relacionado a uma acao gabaérgica. Para isto utilizamos o
flumazenil um reconhecido antagonista do receptor benzodiazepinico. Para o
esclarecimento deste mecanismo gabaérgico foi utilizada a dose de 50 mg/Kg do
timol por via oral por ter sido a dose que apresentou uma a¢ao mais significativa no

LCE. Os resultados mostraram que o flumazenil reverteu o0 efeito ansiolitico do
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diazepam e de maneira semelhante reverteu o efeito do timol, indicando que esta
relacionado com um mecanismo gabaérgico. A atividade ansiolitica do timol
possivelmente esta relacionada com uma acdo no receptor GABAA/
Benzodiazepinico.

No teste do LCE, assim como também, no teste da convulsdo induzida
poe pentilenotetrazol o Diazepam foi administrado na dose de 1mg/Kg, no entanto
no teste dp rota rod e no campo aberto e tempo de sono induzido por pentobarbital a
dose utilizada foi de 2 mg/Kg. Esta diferenca nas doses se fundamenta no fato de
que o0s benzodiazepinicos no nosso caso 0 Diazepam em doses mais baixas
apresenta efeitos ansioliticos e anticonvulsivantes, ja em doses mais altas produz
apresentar sedacéo e relaxamento muscular (GOLAN et al, 2009).

O possivel efeito ansiolitico do Timol pdde ser confirmado através do
resultado do teste do campo aberto, o qual em ambas as doses administradas o
timol ndo alterou a atividade locomotora dos animais em estudo. Este teste é
utilizado para avaliar a atividade exploratéria dos animais devido o fato de que
algumas substancias que alteram a atividade locomotora dos animais podem
interferir no resultado do teste do LCE fornecendo um resultado falso-positivo
(GOMES et al, 2008). Para descartar esta probabilidade, utilizou-se o teste do
campo aberto que avaliou a atividade exploratéria dos animais.

No teste do campo aberto além da ativadade locomotora espontanea
(ALE), avaliou-se também o comportamento de rearing e grooming. Neste teste o
Diazepam foi utilizado na dose 2mg/kg por via intraperitoneal, dose diferente da
utilizada no LCE (1mg/Kg) tal observacdo é relevante para elucidar o fato que o
diazepam em doses mais baixas expressa efeitos ansioliticos e em doses mais altas
atua indicando um efeito sedativo, ambos comum aos demais benzodiazepinicos.

Keeley e Storch em 2009 afirmaram que um aumento no numero de
grooming, especialmente em roedores pode estar relacionado a um aumento de
estresse e da ansiedade. Ja a reducdo do numero de rearing e grooming segundo
alguns estudos pode esta relacionada a um comportamento de ansiedade, que é
atenuado por drogas ansioliticas e potencializado por agentes ansiogénicos, no
entanto alguns outros afirmam contrariamente que os agentes ansioliticos tendem a
diminuir o nimero de grooming e rearing.

No presente estudo o rearing néo foi alterado em nenhuma das doses do

timol, enquanto o grooming apresentou uma reducdo significativa com o uso do
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Timol em ambas as doses estudadas. O diazepam 2mg/kg i.p. usado como droga
padrdo, reduziu tanto o rearing quanto o grooming em relagcdo ao grupo controle.
Tais resultados sugerem que o Timol possui um possivel efeito ansiolitico porém
sem acédo sedativa, pois ndo alterou o atividade locomotora ou o nimero de rearing
e diminuiu o numero de grooming em ambas as doses estudadas, porém o
diazepam farmaco ja conhecido por suas ac¢des ansioliticas e sedativas no teste do
campo aberto alterou todos os parametros analisados.

Segundo Sefarim e Felicio (2001) um aumento no nimero de grooming,
especialmente em roedores, pode estar relacionado a um aumento de estresse e da
ansiedade, os autores afirmam ainda que a neurotransmissdo dopaminérgica no
corpo estriado e no ndcleo accumbens parece representar um papel importante no
comportamento de grooming.

O teste do tempo de sono induzido por pentobarbital foi realizado no
sentido de investigar a possibilidade de uma acdo sedativa do Timol. Farmacos
benzodiazepinicos sdo amplamente utilizados na prética clinica para tratamento da
ansiedade, porém diminuem a atividade motora e em doses mais elevadas induzem
0 sono, pois apresentam atividade sedativa-hipnética (LAPA, 2008). Ainda segundo
0 mesmo autor este efeito sedativo-hipnético é evidenciado nos benzodiazepinicos
mais potentes e estes sdo indicados na prética clinica para tratamento de pacientes
com insbnia, mas a tolerancia rapida e a capacidade de aumentar o efeito de outros
depressores do SNC torna esta indicagdo um tanto incoveniente. Assim
considerando o efeito do timol no LCE, semelhante ao diazepam um
benzodiazepinico foi utilizado no teste do tempo de sono induzido por pentobarbital.

O Timol nas doses de 25mg/kg e 50 mg/kg como descrito nos resultados
nao alterou a laténcia do sono, mas na dose de 50 mg/kg aumentou a duracédo do
sono, podendo indicar embora fracamente ser um potencializador do sono
barbittrico. Neste teste o diazepam foi utilizado como padréo positivo e diminuiu a
laténcia do sono e aumentou o tempo de duracdo sono, confirmando sua acao ja
conhecida na literatura como agente sedativo e hipnético.

Entretanto vale salientar que o teste do tempo de sono induzido por
pentobarbital, embora sendo sensivel para agentes depressores do SNC néo é
especifico pois compostos que interferem com a biotransformacdo do pentobarbital
pelo complexo enzimatico do citocromo P-450 e podem apresentar 0S mesmos
efeitos de drogas depressoras do SNC (PARIS 2000).
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Com base nestas consideracfes o teste do rota rod foi aplicado com o
objetivo de verificar se o tratamento com o timol promove incoordenag&o motora nos
animais por sedacédo e ou relaxamento muscular devido ao timol ter demonstrado
atividade ansiolitica semelhante ao diazepam. Sabe-se que 0s benzodiazepinicos
reduzem a espasticidade do muasculo esquelético através de aumento da atividade
dos interneurdnios inibitoérios da medula espinal (GOLAN et al., 2009) e portanto sé&o
farmacos que apresentam efeito ansiolitico, mas em doses mais elevadas alteram a
coordenacao motora.

Em nosso estudo o teste foi realizado 60 minutos apos a administracao de
Timol nas duas doses estudadas, os animais foram colocados com as quatro patas
sobre uma barra de 2,5 cm de diametro, elevado a 25 cm do piso, nas rotacdes de
15 e 30 rpm. Para cada animal foi registrado o tempo de permanéncia na barra, em
um periodo de até 2 minutos seguindo o protocolo desenvolvido por DUNHAM e
MIYA em 1957, o diazepam na dose de 2mg/kg administrado por via intraperitoneal,
foi utilizado como padrdo positivo. Este € um modelo animal classico usado para
determinar o efeito de drogas na coordenacdo motora de roedores (BOHLEN et al.,
2009).

Nossos resultados revelaram que o timol em ambas as doses estudadas
ndo causou nenhum efeito no teste do rota rod, indicando que o mesmo é
desprovido de forma diferente do diazepam que ja era esperado que classicamente
em doses mais elevados apresenta efeito relaxante muscular. A permanéncia dos
animais na barra giratéria em nenhuma das doses estudadas do timol foi alterada ja
o diazepam reduziu este tempo.

Os farmacos usados para tratar epilepsia geralmente inibem o disparo
dos neurdnios no cérebro por aumentarem os efeitos inibitérios do GABA, reduzirem
os efeitos dos aminoacidos excitatorios glutamato e aspartato ou alterarem o
movimento dos ions sédio e calcio pelas membranas dos neurénios (PANUS et al.,
2011). Assim considerando os efeitos do timol sobre o sistema gabaérgico,
resolvemos verificar se o timol apresenta uma possivel agdo anticonvulsivante.

A possivel agdo anticonvulsivante do timol foi investigada através do
procedimento experimental do modelo classico de convulsbes induzidas
guimicamente por pentilenotetrazol. Este modelo foi desenvolvido por Swinyard et al.
Em 1952 no qual os autores afirmam que drogas que possam impedir essas

convulsdes ou aumentem a laténcia e diminuem a duracdo ou a letalidade das
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mesmas. Estas drogas correlacionam-se positivamente com drogas empregadas no
tratamento das epilepsias do tipo crise de auséncia em humanos (LAPA et al., 2008)

Os animais tratados com timol 25mg/Kg (v.0.) ndo apresentaram alteracao
significativa em nenhum dos parametros analisados, enquanto os animais tratados
com timol na dose de 50mg/Kg apresentaram um aumento significativo na laténcia
da convulsdo quando comparados ao grupo controle porém o mesmo ndo ocorreu
com o parametro Laténcia de morte. O Diazepam 1mg/Kg (i.p.) utilizado como
padrdao positivo, aumentou a laténcia da convulsdo e a porcentagem de
sobrevivéncia dos animais tratados com o diazepam foi de 100%, no entanto
nenhum dos animais tratados com o Timol sobreviveram ao teste.

O efeito obtido no grupo dos animais tratados com o diazepam se deve ao
fato de sua acdo anticonvulsivante ja comprovada, sendo um farmaco amplamente
utilizado na prética clinica no tratamento agudo intravenoso do estado de mal
epiléptico. Torna-se pois necessario para elucidacdo do efeito anticonvulsivante do
timol outros estudos com diferentes doses e diferentes testes para corroborarem
com nosso resultado, no qual encontramos um aumento significativo na laténcia da
convulsdo apresentado pelo grupo de animais tratado com timol na dose de
50mg/Kg.

Em véarios estudos o estresse cronico, incontrolavel, vem sendo
relacionado com a etiologia de diversas doencas, incluindo a depressédo. Em animais
de laboratério a exposicdo a eventos estressantes ndo controlaveis de elevada
intensidade produz alteracdes comportamentais e fisiolégicas muitas vezes
encontradas na depressao clinica. Podem ocorrer como déficits na atividade motora,
ganho de peso e sono, bem como diminuicdo de comportamento competitivo,
diminuicdo na capacidade de sentir prazer que possa ser expressa através de uma
reducdo nas respostas que levam a estimulacdo de regides cerebrais de
recompensa, ou em um menor consumo de solu¢gbes adocicadas e aumento de
erros em tarefas de escolha e discriminacdo. Estas alteracbes sdo revertidas por
tratamento com drogas antidepressivas ou por eletrochoque. Em virtude disso,
inimeros modelos aminais de depressdao sédo baseados nas modificacdes
comportamentais induzidas por exposicdo a diferentes estressores (GRAEFF;
GUIMARAES, 2001)

Os dois modelos animais mais amplamente utilizados para screening de

novas drogas antidepressivas sao o teste do nado forcado e da suspensédo da
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cauda. Estes testes sdo bastante sensiveis e relativamente especificos para a
maioria das classes de drogas antidepressivas incluindo os antidepressivos
triciclicos, os inibidores da recaptacdo de serotonina, os inibidores da MAO
(monoamina oxidade) e os atipicos (BASSO et al.,, 2009; FRANKOWSKA et al.,
2007).

Segundo Duarte et al., 2007 os testes de suspensdo da cauda e nado
forcado sdo testes que apresentam especificidade e sensibilidade ao uso agudo de
antidepressivos, apresentam facilidade de uso e confiabilidade.

Para fundamentacao da realizacdo destes experimentos, Mao et al., 2008
afirma ainda que em ambos os testes os animais sao submetidos a um estresse, 0
qual ndo é possivel escapar e apdés um periodo de luta inicial, os animais se tornam
imoveis, assemelhando-se a um estado de desespero e depressao comportamental.

Os antidrepressivos em geral aumentam a laténcia para a imobilidade e
reduzem o tempo de imobilidade apresentado pelos animais (CRYAN et al., 2002).
Vérios estudos recentes utilizando-se substancias de origem natural com o objetivo
de investigar possiveis efeitos antidepressivos sdo encontrados (TEIXEIRA et al.,
2011, SOUSA et al., 2012, AMARAL et al., 2012), onde os resultados mostraram
uma reducdo no tempo de imobilidade nos testes da suspensédo da cauda e do nado
forcado, caracterizando um aumento do comportamento de luta dos animais, o que
sugere um efeito antidepressivo destes farmacos.

No teste da suspensdo da cauda o0s animais S80 SUSPeNnsos, presos
cerca de 1 cm a partir da ponta da cauda, por uma fita adesiva numa plataforma a
58 cm da bancada do experimento. A duracdo da imobilidade deve ser avaliada
durante 6 minutos seguindo a metodologia original elaborada por Steru et al., 1985,
cuja metodologia vem sendo utilizada atualmente por inGmeros estudos como os de
Melo et al., 2011 que utilizou estes experimentos como base para a elucidacdo do
envolvimento dos sistemas monoaminérgicos no efeito antidepressivo da Riparina
lll. A imipramina um farmaco com efeito antidepressivo ja comprovado, € utilizada
como droga-padrédo na dose de 30 mg/kg e administrada por via intraperitoneal, a
fim de verificar a confiabilidade do teste.

No nosso estudo no teste de suspensdo da cauda o Timol foi
administrado por via oral, e evdenciou-se que ambas as doses estudadas (25 mg/Kg

e 50mg/Kg) diminuiram significativamente o tempo de imobilidade com relagcdo ao
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grupo controle, como descrito nos resultados, também foi obtido com o grupo tratado
com a Imipramina na dose de 30 mg/Kg por via intraperitoneal.

Com relacdo ao teste do nado forcado o experimento consiste numa
exposicdo a um tanque de agua (22 cm de diametro e 40 cm de altura) por 5
minutos. Deve-se colocar agua fresca a 25°C até a metade do tanque, cerca de 20
cm. Imipramina na dose de 10 mg/kg, administrada por via intraperitoneal é utilizada
como droga-padréo, a fim de verificar a confiabilidade do teste. Esta metodologia foi
descrita originalmente por Porsolt et al., 1977 e vem sendo utilizada por varios
pesquisadores como Gomes, 2009 em sua tese de doutorado para elucidacdo do
efeitos centrais do isopulegol (um monoterpeno assim com o timol).

O teste do nado forcado também denominado “desespero
comportamental”’, pois os animais sédo forcados a nadar em um espacgo confinado,
cuja fundamentacdo de efichcia do teste € baseada na utilizacdo de drogas
antidepressivas, com efeito, jA comprovado que diminuem o tempo de imobilidade,
aumentando o tempo de nado e o comportamento de luta perante o estresse agudo.
(SAKI et al., 2009; WANG et al., 2009).

Em nosso estudo o timol foi administrado por via oral nas doses de (25
mg/Kg e 50mg/Kg e a imipramina na dose de 10 mg/Kg administrada por via
intraperitoneal. Sessenta minutos apés o tratamento dos grupos com o timol e trinta
minutos apods o tratamento com a imipramina os animis foram observados no tanque
individualmente e seguiu-se o registro do tempo de imobilidade em segundos (s)
durante o periodo de 5 minutos. Os animais quando permaneceram flutuando na
agua, fazendo apenas movimentos suaves a fim de manter a cabeca acima do nivel
da agua é que foram considerados imoveis.

O resutado obtido no teste do nado forcado demonstrou que o Timol
diminuiu significativamente o tempo de imobilidade com relagdo ao grupo controle
em ambas as doses analizadas, semelhante a Imipramina, um antidepressivo
triciclico utilizada como droga padrdo positivo. Este resultado sugere que o timol
apresenta atividade antidepressiva.

O efeito antidepressivo de varios famacos € testado através destes testes
porém o teste do nado forcado parece ser mais sensivel que o teste da suspensao
da cauda, pois segundo Cryan et al.,, 2005 é observado que doses menores de
drogas antidepressivas, como a imipramina, sdo sufiientes para demonstrar uma

acao antidepressiva.
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A observacao de um efeito antidepressivo do timol nestes testes , instigou
a necessidade da investigacdo do envolvimento do sistema monoaminérgico nesta
acao antidepressiva. Portanto para isto foram realizados varios outros experimentos
onde foi utilizado o teste do nado forcado e a administracdo combinada do timol com
antagonistas especificos de receptores das principais monoaminas envolvidas na
fisiologia da depressdo. As drogas usadas foram a prazosina (1mg/Kg, um
antagonista alfa 1 adrenérgico), ioimbina (1mg/Kg um antagonista alfa 2
adrenérgico), SCH23390 (0,5 mg/Kg, um antagonista dopaminérgico D 1), sulpirida
(50 mg/Kg, um antagonista dopaminérgico D2) e para-cloro-fenilalanina PCPA (100
mg/Kg um inibidor da sintese de serotonina). A dose de timol escolhida para estes
testes foi a de 50 mg/Kg, por ter sido a dose que apresentou efeito antidepressivo
mais significativo nos testes de suspensao da cauda e do nado forcado.

A fisiopatologia da depressdo através da hipétese das monoaminas, se
fundamentou inicialmente na deficiéncia de noradrenalina e serotonina, e
posteriormente a dopamina foi considerada (MACHADO et al.,, 2009). Muitos
antidepressivos utilizados na pratica clinica atuam através da regulacdo das
concentracbes sinapticas destes neurotransmissores como é 0 caso dos
antidepressivos triciclicos (ex. Amitripitilina e Imipramina), antidepressivos
heterociclicos de segunda e terceira geracdes (ex. Amoxapina e Venlaxatina
respectivamente) e Inibidores Seletivos da Recaptacdo de Serotonina (Fluoxetina e
Paroxetina).

O envolvimento do sistema noradrenérgico foi avaliado através do pré-
tratamento dos animais com o0 antagonista dos receptores noradrenérgicos a1
Prazosina na dose de 1mg/Kg (i.p.) e com antagonista dos receptores
noradrenérgicos a2 loimbina na dose de 1mg/Kg (i.p.) e posteriormente tratados com
o timol na dose de 50 mg/Kg (v.0.). Controle (veiculo) e o Timol (50 mg/kg v. 0.)
foram administrados 60 minutos antes do experimento. Quando associados foram
administrados 30 minutos ap0s a administracdo de Prazosina e outro grupo de
animais foi tratado com a loimbina 60 minutos depois foi realizado o experimento.

O pré-tratamento dos animais com Prazosina seguido da administracéo
do Timol (50mg/Kg v.0.) foi capaz de reverter o efeito anitidepressivo do Timol,
sugerindo o envolvimento de receptores noradrenérgicos a1 neste efeito no teste do
nado forcado. Efeito semelhante também péde ser evidenciado ao avaliarmos o

envolvimento dos receptores noradrenérgicos a2, pois a loimbina também reverteu o
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possivel efeito antidepressivo do timol. Este resultado sugere que acgdo
antidepressiva do timol no teste do nado forcado pode estar relacionada de alguma
forma com a acéo central de receptores a1 e a2 noradrenérgicos.

Para a investigacdo do mecanismo de acao serotonérgico foi utilizado o
PCPA, um inibidor da enzima triptofano-hidroxilase, foi administrado por quatro dias
consecutivos, na dose de 100 mg/Kg por via intraperitoneal. Em um estudo realizado
em 2008, Wang et al afirmaram que a n&o ocorre alteracdo nos niveis de
noradrenalina e dopamina com a administracdo de PCPA em camundongos,
enquanto os estoques enddgenos de serotonina sdo depletados em 60%.

Quando associado ao Timol (50 mg/Kg v.0.) o PCPA reverteu
significativamente o seu efeito antidepressivo na avaliacdo do tempo de imobilidade
no teste do nado forcado em camundongos. Bem como também reverteu o efeito
antidepressivo da Fluoxetina (35 mg/Kg i.p.) um antidepressivo inibidor da
recaptacédo de serotonina, utilizada com droga padrdo. Este resultado sugere que
acao antidepressiva do timol no teste do nado forcado esta relacionada com uma
acao serotonérgica.

Foi realizado a andlise do envolvimento dos receptores dopaminérgicos
no possivel efeito antidepressivo do timol, através do pré-tratamento dos animais
com SCH23390 0,5 mg/Kg (i.p.) um antagonista dos receptores D1 dopaminérgicos
e Sulpirida 50 mg/Kg (i.p.) um antagonista dos receptores D2 dopaminérgicos. Os
antagonistas SCH23390 e Sulpirida reverteram o efeito antidepressivo do timol (50
mg/Kg v.0.) e da Bupropriona (30 mg/Kg i.p.) indicando que a acéo antidepressiva
do timol no teste do nado forcado também esté envolvida com a ativacéo central de
receptores D1 e D2 dopaminérgicos. Resultado semelhante foi encontrado na
investigacdo do efeito antidepressivo do carvacrol por Melo (2010), o qual reforca a
observacdo de varios outros estudos que drogas que aumentam 0s niveis de
dopamina como as anfetaminas, produzem uma exaltacdo do humor, enquanto as
gue reduzem como a reserpina podem produzir disforia e depressao.

O envolvimento monoaminérgico no efeito antidepressivo das Riparinas I,
Il e lll foram avaliados por diferentes pesquisadores e foi demonstrado por Sousa et
al., 2012, Teixeira, et al., 2011 e Melo et al., 2011 respectivamente que as Riparinas
(isoladas da planta Aniba Riparia) apresentaram um efeito antidepressivo

relacionado com os sistemas noradrenérgico, dopaminérgico e serotonérgico, assim
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como neste estudo foi demonstrado o envolvimento destes sistemas através do
teste do nado forcado com o efeito antidepressivo do timol.

Em suma, através destes experimentos comportamentais apresentados
demonstrou-se que o timol exibiu efeitos ansioliticos por via gabaérgica, sem alterar
a atividade locomotora espontanea, ou apresentar uma a¢ado sedativa/hipnética ou
relaxante muscular. O efeito anticonvulsivante parcial demonstrado precisa ser
melhor esclarecido visto que outros testes precisam confirmar o efeito observado. O
significante efeito antidepressivo apresentadopelo timol parece estar relacionado a
um envolvimento com a transmissdo noradrenérgica, dopaminérgica e
serotonérgica.

Este estudo pode ser ampliado posteriormente através da investigacao
dos efeitos do timol sobre as concentracbes de monoaminas e seus respectivos
metabalitos, através do HPLC, bem como de estudos de biding para confirmar os
possiveis mecanismos de acdo do timol sugeridos neste trabalho.

As evidéncias experimentais aqui demonstradas, fornecem dados para a
continuacdo da busca da comprovacao da eficacia terapéutica do timol através da
possibilidade da realizacdo ndo somente de outros testes experimentais como
também as de testes clinicos, que possam no futuro viabilizar o uso do timol para
implementar o tratamento de transtornos psiquiatricas como as abordadas neste

estudo como a ansiedade, depresséo e qguem sabe até a convulséo.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

O estudo dos efeitos da administracdo aguda de timol nas doses de 25 e
50 mg/Kg em modelos de ansiedade, depresséo, atividade locomotora, sedacao e
convulsédo levou a véarias consideragdes.

No teste do campo aberto, timol nas doses de 25 e 50 mg/Kg nao alterou
a atividade locomotora espontanea dos animais. As doses de 25 e 50 mg/Kg
diminuiram o numero do grooming. O comportamento de grooming pode estar
associado com a estimulacdo de receptores dopaminérgicos, 0 que sugere que 0
Timol possa agir nestes receptores. Entretanto estudos de binding devem ser
posteriormente executados para confirmar esta hipotese.

- No teste do LCE Timol nas duas doses estudadas aumentou todos os
parametros analisados, sugerindo uma possivel acdo ansiolitica.

- O mecanismo de acéo ansiolitico do timol parece estar relacionado com
o receptor GABA A benzodiazepinico pois no teste do LCE a ac¢do ansiolitica do
timol foi revertida pelo flumazenil um ja conhecido antagonista deste receptor. Este
resultado sugere que o efeito ansiolitico provavelmente estd relacionado com o
sistema GABAérgico.

- No teste do rota rod, a coordenacdo motora dos animais ndo foi
alterada, sugerindo que o timol nas doses estudadas ndo apresenta efeito
miorrelaxante.

- No teste do tempo de sono induzido por pentobarbital, timol nas duas
doses estudadas nao alterou a laténcia do sono, porém aumentou o tempo de sono
somente na dose de 50mg/Kg, indicando um efeito parcial que deve ser
posteriormente esclarecido, visto a ndo especificidade deste teste.

No teste de convulsdo induzida por pentilenotetrazol o timol aumentou a
laténcia da convulsdo, mas néo alterou a laténcia de morte, nem protegeu da morte.

- Nos testes do nado forgcado e suspenséo da cauda, timol em ambas as
doses apresentaram um efeito antidepressivo. Esse efeito foi confirmado pelo
resultado do teste do campo aberto, descartando-se hiperatividade.

- Os mecanismos envolvidos no efeito antidepressivo do timol foi
analisado no teste do nado forcado através da administracdo dos antagonistas
especificos. Seu efeito foi revertido pelo pré-tratamento dos animais com PCPA (um

inibidor da sintese de serotonina), Prazosina e loimbina (antagonistas dos
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receptores adrenérgicos), SCH23390 e Sulpirida (antagonistas dos receptores
dopaminérgicos). Estes resultados sugerem que timol apresenta efeito
antidepressivo associado aos sistemas serotonérgico, noradrenérgico e

dopaminérgico.
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8 CONCLUSAO

Através dos testes realizados, pode-se concluir que o timol possui
atividade ansiolitica, relacionado com o sistema gabaérgico. E apresentou efeitos
antidepressivos relacionado com os sistemas noradrenérgico, dopaminérgico e
serotonérgico. Nao apresentando efeitos sedativos, principalmente com a dose de

25mg/Kg da dose de 50mg/Kg promover o aumento da laténcia da convulséo.
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