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Resumo
Este trabalho teve como objetivo analisar o possivel efeito anestésico do mentol
em ratos Wistar com foco na inibicao de reflexos autondmicos cardiovasculares.
Assim, apds a administracdo de doses que promoveram hipnose, os seguintes
parametro foram avaliados frente a aplicagdo de estimulo pressérico na pata
traseira dos animais: (I) alteragdo na pressdo arterial média e na frequéncia
cardiaca, ambas aferidas diretamente (via canulacdo da artéria femoral e
ampliacdo de sinal mecanoelétrico através de transdugdo de sinal analogico para
digital); (II) tempo para a perda do reflexo de endireitamento e presenca de reflexo
de retirada da pata; (III) tempo de hipnose. Empregou-se como controle positivo
a administracdo da mistura de cetamina com xilazina em doses sub-anestésicas.
Observou-se que tanto o tempo de hipnose como a laténcia para o aparecimento
desse efeito foram maiores nos animais tratados com mentol quando comparados
aos controles. O nimero de animais que perderam o reflexo de endireitamento ou
o reflexo de retirada da pata foi semelhante ao do controle. Os reflexos
cardiovasculares foram evocados com elevada frequéncia nos animais que
perderam o reflexo de retirada da pata, a semelhanga do que se observou nos
animais sub-anestesiados com cetamina e xilazina. Conclui-se que o mentol
apresenta efeitos hipndtico e antinociceptivo insuficientes para a producdo de

anestesia cirurgica.

PALAVRAS-CHAVE: terpeno, sistema nervoso, reflexos cardiovasculares,

nocicepcao.



Abstract
The present study aimed to analyze the possible anesthetic effect of menthol in
Wistar rats focusing on the inhibition of cardiovascular autonomic reflexes. Thus,
after the administration of doses that induced immobilization, the following
parameters were analyzed while a pressure stimuli was applied to the hind paw of
these animals: (I) mean arterial pressure and heart rate alterations (measured via
cannulation of the femoral artery and magnification of the mechanoelectric signal
using a pressure transducer); (II) time for loss of straightening reflexes and
presence of paw withdrawal reflex; (III) hypnosis time. The administration of
ketamine plus xylazine in subanesthetic doses was used as positive control. Both
the hypnosis time and the latency for hypnosis induction were greater in animals
treated with menthol when compared with controls. Neither the number of
animals that lost the straightening reflex nor the number of animals that presented
paw withdrawal reflex were different related to controls. Despite the loss of
withdrawal reflex, animals treated with menthol still presented cardiovascular
alterations in response to the pressure stimuli on the paw; a similar result was
observed after the administration of ketamine plus xylazine. Therefore, the
hypnotic and antinociceptive effects of menthol are not enough to produce

surgical anesthesia.

KEYWORDS: terpenes, nervous system, cardiovascular reflexes,

nociception.
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1. Introduciao

1.1.Farmacologia dos produtos naturais

Os estudos farmacologicos de produtos naturais representam uma ferramenta importante
para a descoberta de novos agentes terapéuticos (RODRIGUES et al., 2016). De fato, tais
estudos tém evidenciado uma série de atividades biologicas relevantes, tais como atividade
antibacteriana, antiviral, anti-inflamatoria e citotoxica. Ainda, acdes sobre o sistema nervoso,
como atividade antidepressiva, ansiolitica, analgésica e anestésica também sao frequentemente
descritas (CALIXTO; CALIXTO, 2019; DIAS; URBAN; ROESSNER, 2012; XIAO; BAI,
2019).

Grandes avancos farmacolodgicos e terapéuticos ocorreram a partir de estudos com
produtos naturais. A cocaina, um psicoestimulante com atividade anestésica local, ¢ um
exemplo bem conhecido da afirmagdo anterior. Contudo, diversos outros exemplos podem ser
citados, tais como: a morfina e a codeina, opioides analgésicos; a atropina, um anticolinérgico;
a cafeina, um estimulante dos sistema nervoso central; a nicotina, que possui efeitos sobre o
comportamento; além de, entre outros, diversos anti-inflamatérios, como o &cido
acetilsalicilico, o resveratrol e a curcumina (DEBNATH et al., 2018; HOWES et al., 2020;
SCHROR, 2016).

A descoberta e desenvolvimento de novos farmacos pode seguir a seguinte ordem: (1)
triagem fenotipica (screening), (2) isolamento e caracterizagdo estrutural, (3) estudo do
mecanismo de agdo, (4) estudos pré-clinicos, (5) estudos clinicos e (6) comercializagdo. Em
muitos paises, as trés primeiras etapas sdo desenvolvidas majoritariamente dentro das
universidades e as Ultimas em industrias ou em parceria publico-privada (KATZ; BALTZ,
2016). Nesse projeto, estudamos o potencial anestésico geral do mentol, substancia
quimicamente bem caracterizada, extensamente utilizada na industria cosmética, mas cujo
efeito anestésico ndo foi totalmente validado e tampouco descrito em mamiferos, apesar dos
diversos relatos do seu emprego para essa finalidade em peixes (AYDIN; BARBAS, 2020;
BOTREL et al., 2019; CAN et al., 2019; KASAI; HOSOSHIMA; YUN-FEI, 2014; ROSS;
ROSS, 2009; SEPULCHRO et al., 2016; SIMOES; GOMES, 2009; SPANGHERO et al., 2019;
TETA; KAISER, 2019; UEHARA et al., 2019).
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1.2. Dor, nocicep¢ao, analgesia e anestesia

Para a discussao que se segue, ¢ importante compreendermos os conceitos de dor,
nocicepg¢ao, analgesia e anestesia. Segundo a Internatinal Association for the Study of Pain
(IASP), dor ¢ “uma experiéncia sensitiva e emocional desagradavel, associada, ou semelhante
aquela associada, a uma lesdo tecidual real ou potencial” (RAJA et al., 2020). Nocicepcao € “o
processo neural de codificagdo de estimulos nocivos”; em nota, a IASP esclarece que “as
consequéncias da codificagdo podem ser autondmicas (por exemplo, pressao arterial elevada)
ou comportamentais (reflexo de retirada motor ou comportamento nocifensivo mais complexo).
A sensac¢do de dor ndo estd necessariamente implicita”. Alids, segundo a IASP, a defini¢do de
dor evita vincula-la ao estimulo. Em outras palavras, “a atividade induzida no nociceptor € nas
vias nociceptivas por um estimulo nocivo nado € a dor, a qual ¢ sempre um estado psicolédgico,
embora possamos apreciar que a dor geralmente tenha uma causa fisica préxima”. Analgesia
refere-se a “auséncia de dor em resposta a estimulagdo que normalmente seria dolorosa”. O
termo anestesia descreve a perda de sensagdes (ou seja, insensibilidade), seja no corpo todo ou
em parte dele (TRANQUILLI; GRIMM, 2017). Anestesia geral “¢ um estado reversivel
induzido por drogas consistindo de inconsciéncia, amnésia, antinocicep¢ao, imobilidade, com
manuten¢do estavel das condigdes fisiologicas” (BROWN; PAVONE; NARANIJO, 2018).
Vale ressaltar a intima e bem descrita relagao entre as vias de nocicepgao e a rede central
autondmica, o que sugere que os reflexos simpdticos e parassimpaticos fazem parte da
experiéncia sensorial da dor (BURTON; FAZALBHOY; MACEFIELD, 2016; CORTELLI et
al.,, 2013). Esta relacio embasa a avaliacdo da inibicdo de reflexos autondmicos como

consequéncia da antinocicepgdo no presente estudo.

1.3.Anestésicos gerais e produtos naturais
Nas ultimas décadas, muitos estudos procuraram elucidar os mecanismos envolvidos na
indugdo de anestesia geral. Inicialmente, acreditava-se que os anestésicos gerais agiam sobre
os lipideos da membrana de neurdnios do sistema nervoso central, alterando sua fluidez e,
consequentemente, a permeabilidade e a excitabilidade celulares. Posteriormente, foi sugerido
que o efeito de anestésicos gerais decorria da agao desses agentes sobre proteinas de membrana,

em especial canais i6nicos, bloqueando a despolariza¢ao de fibras nervosas (FRANKS; LIEB,

1994; PAVEL et al., 2020; YAMAKURA et al., 2001).
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Atualmente, apesar de ainda haver muito a ser elucidado, os mecanismos especificos de
muitas das drogas ja foram relativamente bem descritos. Assim, o propofol potencializa, quase
que exclusivamente, a funcionalidade de receptores GABA a, esteroides anestésicos somam a
potenciagao de GABA 4 a inibi¢do de receptores nicotinicos, enquanto que os barbitaricos, além
de ambas as atividades, ainda inibem receptores de glutamato (Tabela 1) (BROWN; PAVONE;
NARANIJO, 2018).

Como descrito acima, um anestésico geral ideal deve produzir: perda de consciéncia,
amnésia, analgesia, inibicdo de reflexos autonomos (que reflete o efeito antinocecptivo) e
relaxamento da musculatura estriada esquelética (BONHOMME et al., 2019; EILERS; YOST,
2017). E importante destacar que ndo existe nenhuma substancia descrita que seja capaz de
induzir um estado de anestesia isoladamente; cada fArmaco promove, em graus variados, um
ou mais dos referidos efeitos: a cetamina e os opioides, por exemplo, sdo analgésicos, o
propofol, hipnédtico, enquanto que certos anticolinérgicos sao bloqueadores neuromusculares

(BROWN; PAVONE; NARANJO, 2018). Nao por acaso, a obten¢ao de um estado adequado

de anestesia geral envolve a administracdo de mais de um farmaco.

Tabela 1 | Anestésicos e mecanismos de acao

DROGA CLASSE RECEPTOR EFEITO Ref.
Propofol Anestésico parenteral GABAa A agdo na subunidade B3 do receptor GABAA (BROWN; PAVONE;
potencializa a agdo desse receptor, aumentando o NARANJO, 2018;
influxo de C1" em neurdnios piramidais, no talamo, VALLEJO et al., 2019;
no tronco cerebral, no estriado e na medula YIP et al., 2013)
espinhal, causando um efeito hipnotico
Isoflurano Anestésico volatil GABAA A agdo alostérica positiva sobre as subunidades al, (GARCIA;
B2 e 3 e y2 do receptor GABAA no talamo causa KOLESKY; JENKINS,
um efeito sedativo 2010; JIA et al., 2008)
Receptores de A agdo em receptores de glicina aumenta o influxo (CHENG; KENDIG,
glicina de Cl- em neurdnios enceféalicos € medulares 2002; HAWKLEY;
causando sedagdo e relaxamento muscular PRESTON; MAANI,
2020)
Alfaxalona Esteroide anestésico GABAA A potenciagdo da funcionalidade do receptor (ERRINGTON;
GABAA hiperpolariza neuronios no tronco cerebral GIOVANNI;
e neurdnios pos sinapticos, induzindo analgesia e CRUNELLI, 2014)
sedagdo
Receptores A inibigdo de receptores colinérgicos nicotinicos (SHIRAISHI et al.,
nicotinicos inibe a deflagragéo de potencial de agdo ¢ pode 2002)
estar envolvida na modulagao, entre outros, do SN
simpético
Fenobarbital e Barbituricos GABAA O aumento na probabilidade de abertura do canal (LEWIS; ADAMS,
Tiopental de cloreto do receptor GABAA no SNC induz um 2020)
efeito sedativo e hipnotico
Receptores A agdo de barbituratos na inibi¢ao de receptores (KAMIYA etal., 2001)
nicotinicos colinérgicos nicotinicos impede o influxo de Na* e

pode estar envolvida na depressdo do SNC

Receptores de
glutamato

A inibigao de receptores do tipo AMPA causa a
diminuicdo do influxo de ions Ca*" em neurdnios

(TAVERNA etal.,
1994; YAMAKURA et
al., 1995, 2001)

Os produtos de origem natural mais importantes que apresentam atividade
potencialmente anestésica pertencem as classes dos alcaloides, flavonoides e terpenos. O
mentol, objeto do presente estudo, pertence a classe dos terpenos, os quais descreveremos mais

detalhadamente a seguir (HAVSTEEN, 1983; TSUCHIYA, 2017).
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Segundo COX-GEORGIAN et al. (2019), terpenos, também
conhecidos como terpenoides ou isoprenoides, representam a maior
classe de produtos naturais. Sao formados a partir do metabolismo
secundario de plantas e também podem ser produzidos por animais.
Esses produtos naturais s3o gerados a partir de unidades de isopreno,
detentoras de cinco atomos de carbono - Cs (Figura 1) - e nomeados de
acordo com o nimero total de carbonos em suas estruturas: os terpenos

Figura 1 | Unidade de JUE possuem apenas 5 carbonos sdo denominados hemiterpenos; 10

Isopreno (Cs). Fonte:

Wikipedia carbonos, monoterpenos; 15 carbonos, sesquiterpenos; 20 carbonos,

diterpenos; 25 carbonos, sesterpenos; 30 carbonos, triterpenos e 40
carbonos, tetraterpenos (Tabela 2) (DEWICK, 2002; GUIMARAES; SERAFINI; QUINTANS-
JUNIOR, 2014; WALLACH, 1887).

Tabela 1 | Tabela de terpenos com exemplos representativos

TERPENO TIPO ESTRUTURA
Isopreno Hemiterpeno
)\/
Mentol Monoterpeno x
-
Zingerona Sesquiterpeno o
el
Retinol Diterpeno cH?

HC CH? CH? CH?
Scalaradial Sesterpeno
Acido Betulinico Triterpeno
p-caroteno Tetraterpeno CHs

HsC
= S = S = = = S =
CHa CHy  CHy  CHs
CHy

14



Os terpenos menores, em especial os monoterpenos, sdo muito volateis, enquanto que
0s terpenos com estruturas maiores formam esterdis e 6leos fixos (JIANG; KEMPINSKI;
CHAPPELL, 2016). Essa diversidade possibilita a ampla utilizagdo de terpenoides na industria
farmacéutica, onde sao empregados para conferir aroma e sabor a formulagdes (fenchona), para
ajudar na absor¢do de drogas de aplicagdo dérmica (limoneno), bem como na aromaterapia
(mirceno), uma modalidade de terapia alternativa empregada para tratar dores cronicas,
ansiedade, depressao e estresse (BREUS, 2019; DE MATOS et al., 2019; HUANG et al., 2012;
LIM; LIU; CHAN, 2009; SAPRA; JAIN; TIWARY, 2008)

De importancia para o nosso estudo, cabe salientar que a literatura sugere que os
terpenoides possuem atividade sobre os receptores GABA 4, inclusive em baixas concentragoes,
possuindo, portanto, grande potencial no tratamento de doencas neuropsiquiatricas (MANAYTI
etal., 2016). Os estudos mostram que o aristolen-1(10)-en-9-ol, um sesquiterpeno, foi capaz de
reduzir a ambulacdo promovida pela cafeina e de prolongar o tempo de sono induzido por
fenobarbital, tendo sua atividade farmacologica reduzida por inibidores da atividade do receptor

GABAA (OKUGAWA et al., 1996; TAKEMOTO et al., 2015; TSUCHIYA, 2017).

1.4. Mentol

O mentol (Figura 2) ¢ um alcool monoterpénico ciclico produzido
como metabdlito secundario de espécies do género Mentha e estd
presente no 6leo essencial de diversas plantas. Conhecido pelo sabor e

pelo aroma caracteristicos, ¢ utilizado industrialmente na produgao de

: OH farmacos, cosméticos e pesticidas (OZ et al., 2017).
/\ GALEOTTI et al. (2001) descreveram a atividade anestésica
Figura 2 | Estrutura local do mentol. O mediador dessa atividade parece ser o receptor
quimica do mentol. Fonte:

Wikipedia. TRPMS, um canal de receptor de potencial transitorio, também
responsavel pela nossa percep¢ao de frio (LIU et al., 2013). Estudos
recentes trazem evidencias de que o mentol também pode ter atividade sobre outros canais
10nicos, o que refor¢a sua capacidade de alterar a excitabilidade celular e, consequentemente, o
seu potencial uso terapéutico (GAUDIOSO et al., 2012; OZ et al., 2017).
Diversos estudos tém sugerido a utilizagdo do mentol e 6leos essenciais ricos em
terpenos, como anestésicos para peixes (AYDIN; BARBAS, 2020; BOTREL et al., 2019; CAN
et al., 2019; KASAIL; HOSOSHIMA; YUN-FEI 2014; ROSS; ROSS, 2009; SEPULCHRO et

al., 2016; SIMOES; GOMES, 2009; SPANGHERO et al., 2019; TETA; KAISER, 2019;
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UEHARA et al., 2019). Entretanto, a maioria dos relatos baseia-se apenas em andlises
comportamentais e poucos estudos investigaram o potencial anestésico geral do mentol em
mamiferos.

Ainda, varios estudos evidenciaram diversas agoes do mentol sobre o sistema nervoso.
UMEZU & MORITA (2003) e nosso grupo de pesquisa (SILVEIRA et al., 2014) observamos
que a administragdo de mentol a roedores promoveu um aumento na atividade locomotora
(ambulacao) dos animais; CHOUDHARY et al. (2019) descreveram a atividade do mentol
como modulador alostérico positivo de receptores colinérgicos nicotinicos em nematodeos;
KAWASAKI et al. (2013) mostraram que a administracdo de mentol diretamente no nervo
ciatico de sapos pode inibir a deflagracdo de potenciais de agdo; LAU et al. (2014) mostraram
que o mentol ¢ capaz de modular a expressdo do receptor GABA A no mesencéfalo e outros
estudos sugerem, ainda, a acdo direta do mentol sobre esse receptor (CORVALAN;
ZYGADLO; GARCIA, 2009; HALL et al., 2004; WATT et al., 2008; ZHANG et al., 2008).
GALEOTTI et al. (2002) descreveram a atividade anestésica do mentol mediada pela
modulag¢do seletiva de receptores opioides centrais do tipo kappa e UMEZU & MORITA (2003)
ainda demonstraram a possivel atividade do mentol na liberacio de dopamina.

Considerando o potencial efeito do mentol sobre o tecido nervoso e sua utilizagdo como
anestésico em peixes, bem como a praticidade e o baixo prego desse composto em relagdo a
anestésicos gerais classicos, propusemo-nos a avaliar o efeito hipndtico desse monoterpeno e
sua capacidade de atenuar reflexos cardiovasculares (que se apresentam como resposta

autondmica a nocicep¢ao) evocados por estimulos pressoricos em ratos Wistar.

2. Objetivos
2.1. Geral:
Testar a hipotese de que o mentol tem propriedade anestésica geral em ratos.
2.2. Especifico:
Avaliar se o mentol causa relaxamento muscular, hipnose, antinocicep¢ao e inibi¢ao de
reflexos autdnomos cardiovasculares, utilizando como controle positivo a mistura de cetamina

com xilazina em doses subanestésicas.
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3. Materiais e método

3.1.Animais

Foram utilizados ratos machos Wistar pesando de 250-350 g, os quais foram cedidos pelo
Centro de Bioterismo e Experimentagdo Animal da Universidade Federal de Uberlandia
(CEBEA/UFU). Os animais foram mantidos em condi¢des de livre acesso a racao e agua e
mantidos no depositario de animais da Rede de Biotérios (REBIR) da Universidade Federal de
Uberlandia em gabinetes com controle de temperatura (25° C) e submetidos a ciclo claro-escuro
de 12 h. Os procedimentos do presente projeto foram aprovados pela Comissido de Etica na
Utiliza¢ao de Animais da Universidade Federal de Uberlandia (CEUA-UFU: protocolo: 047/18
e seus adendos; ANEXOS I-III), obedecendo a legislagdo vigente.

3.2.Canulacao arterial

Os animais foram anestesiados com cetamina (100 mg/kg, i.p.) e xilazina (10 mg/kg, i.p.)
e tiveram canulas de polietileno (PE-10 fundido a PE-50) inseridas em suas artérias femorais.
Apos fixagdo das canulas nas artérias, suas extremidades mais calibrosas (PE-50) foram
transpassadas subcutaneamente (com auxilio de trocater), exteriorizadas no dorso da regido
cervical e fixadas com fio de algoddo na pele. O tamanho das canulas foi ajustado de acordo
com o tamanho dos animais. ApOs recuperacao anestésica, os animais retornavam para as
gaiolas e os experimentos com a administragdo de drogas eram realizados 24 horas apds a

inser¢ao das canulas.

3.3.Procedimento experimental

No dia do experimento, os animais foram levados para o laboratdrio,
as canulas foram conectadas a um transdutor de pressao mecanoelétrico,
o sinal foi amplificado e convertido de analogico para digital e

visualizado em um computador através do software LabChart 8. A

Figura 3 | Clipe de pressdo arterial média (PAM; em mmHg) e a frequéncia cardiaca (FC;

fichario. Instrumento ) . ~ . .
utilizado no protocolo €M batimentos por minuto; BPM) foram entdo determinadas. Apos o

experimental para . . . .
aplicar pressio na pata Icgistro da PAM e da FC basais dos animais acordados durante 15
do animal.

minutos, o registro era interrompido momentaneamente para a
administracao de mentol (1000 mg/kg, i.p, seguida de suplementagdes de 500 mg/kg a cada 30
minutos até que o animal perdesse o reflexo de endireitamento ou até que a dose maxima de

3000 mg/kg fosse atingida), dissolvido em oOleo de oliva, ou da mistura de cetamina com
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xilazina (empregada como controle positivo), nas doses intermedidrias (subanestésicas)
previamente descrita na literatura (i.e, 70 mg/kg e 7 mg/kg, i.p., respectivamente) (STRUCK et
al.,, 2011). Imediatamente apdés a administragdao das diferentes substincias, a canula era
novamente conectada ao transdutor para o registro da PAM e da FC ao longo do experimento.
Um minuto apds a administragdo das diferentes substancias, os ratos eram colocados deitados
de lado a cada minuto e o tempo para a verificagdo da perda do reflexo de endireitamento era
avaliado. Um minuto apos a perda do reflexo de endireitamento, avaliava-se o reflexo de
retirada da pata; para tanto, aplicava-se na pata traseira dos animais (regido do metatarso), em
intervalos de um minuto, uma pressdo constante e ndo lesiva com o auxilio de um clipe de
fichéario (1,5 cm; figura 3) (STRUCK et al., 2011). O tempo para a perda do reflexo de retirada
era entdo computado e deste momento em diante, até o 60° minuto, o clipe era colocado em
intervalos de 3 minutos. Caso os animais ndo se recuperassem no intervalo de uma hora, o clipe
era entdo colocado em intervalos de 5 minutos (esse protocolo objetivou evitar lesdes nas patas
devidas a frequéncia de estimulos) (Figura 4). O clipe era removido imediatamente sempre que
o reflexo de retirada fosse observado e permaneceu na pata por 10 segundos quando o reflexo
de retirada estivesse ausente. Objetivou-se com esse procedimento verificar se havia inibicao
dos reflexos cardiovasculares (Figura 9) pelos diferentes tratamentos frente ao estimulo
pressorico da pata. Os ratos eram observados até que ocorresse retorno para a posi¢ao de
decubito ventral, ou até que houvesse um movimento vigoroso da cabeca e do tronco frente a
administracdo do estimulo pressorico; na auséncia destes, até que se atingisse 180 minutos de
experimento a partir do primeiro desafio pressorico. O tempo de sono foi determinado
subtraindo-se o tempo para recuperagdo da anestesia daquele necessario para que se observasse
a perda do reflexo de endireitamento. Apds o experimento, os animais anestesiados eram

eutanasiados por exsanguinagao.

3.4.Analise estatistica

As diferencas entre os grupos foram determinadas através do teste de Mann-Whitney, teste
“t”-Student ou teste exato de Fisher. As andlises foram realizadas utilizando-se o programa

GraphPad Prism® 5.0. O nivel de significancia utilizado foi de P< 0,05.
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Figura 4 | Esquema do protocolo metodolégico

Avaliagao do reflexo
de retirada da pata — Caso n3o se
Interrupgao aplicacdo a cada 1 recuperassem em até
de registro Reinicio do minuto de press3o 60 minutos,
registro constante e nao lesiva passavamos a aplicar
com clipe de fichario a pressdo acada 5
minutos

Retorno para

decubito ventral
ou apods 180

minutos de
Basal - 15’ Mentol |1 (1.1 |1]|1].. 3’ 5’ .
experimento a
A ’
‘ I Por 60 partir do primeiro
4 desafio

Aplicagao acada 3

. . pressorico
minutos a partir

de quando o
1000 mg/kg/ml e animal perdia o

suplementagdes de reflexo de retirada
500 mg/kg/ml a cada

30 min até que o
animal caisse ou até
que se atingisse a
dose de 3000

mg/kg/ml

Aplicacdao de mesma
pressdo a cada 3
minutos por 60
minutos ou até que o
animal acordasse.
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4. Resultados

4.1.Perda dos reflexos de endireitamento e retirada
Nao houve diferenca entre a quantidade relativa de animais que perderam o
reflexo de endireitamento (entraram em hipnose) e o reflexo de retirada quando se

compara o grupo tratado com mentol e o grupo controle (Figura 5).

A Numero de animais Numero de animais
que entraram em hipnose que perderam o reflexo de retirada
Il Com Hipnose 3 Perdeu
O Sem Hipnose Il Nao perdeu

-
(=}
1

Numero de Animais
(3.}
L

Ndmero de Animais

o
I

C+X Mentol C+X Mentol

Figura 5 | A) Nimero de animais que apresentaram efeito hipnético apdés a
administragdo de cetamina + xilazina ou de mentol (ndo ha diferenca entre os grupos; P>0,999
—teste exato de Fisher). B) NUmero de animais que apresentaram perda do reflexo de retirada
(ndo ha diferenca entre os grupos P=0,580 — teste exato de Fisher). N=5-11.

4.2.Tempo de laténcia para inducao de hipnose e tempo de hipnose
Houve diferenga no tempo necessario para que o animal entrasse em hipnose apos
a ultima administracdo da droga e no tempo total de hipnose, sendo ambos maiores no
grupo tratado com mentol em relagdo ao grupo controle (Figura 6). No grupo controle a
mediana para o tempo de laténcia de hipnose foi de cerca de 4 minutos, enquanto que
para o mentol, esse tempo foi de cerca de 9 minutos; ja em relagcdo ao tempo de hipnose,
no grupo controle a mediana foi de cerca de 20 minutos, enquanto no grupo tratado com

mentol a maioria dos animais continuou em hipnose apds as trés horas de experimento

(Figura 6).
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A Tempo de laténcia para hipnose B Tempo de hipnose

P<0,05 P<0,05
30 D80 e vere e 00000

(o]

E 204 g 120 |_‘_| o

g | : . o
£ PY £

o 104 o 604

a 520006 C

—eo 9 —o o o

0 e o r 0 T T

C+X Mentol C+X Mentol

Figura6 | A) Tempo de laténcia para se atingir a hipnose (P=0,04, Mann Whitney) e B) tempo total de
hipnose (P=0,01, Mann Whitney) apds a administracGes de cetamina + xilazina ou mentol. Os dados
representam os valores individuais com a mediana (indefinida no grupo tratado com mentol para o
tempo total de hipnose). N=5-9.

4.3.Efeito sobre a pressao arterial média
Quanto ao afeito do mentol sobre a pressao arterial, observou-se que, enquanto a
administracao de cetamina com xilazina causou queda transitoria da PAM, o que ocorreu
nos primeiros dez minutos apos a administragdo, o mentol causou queda mais duradoura

que se manteve significante até¢ o 53° minuto do experimento (Figura 7).

Variagao temporal da pressao arterial média
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Figura 7 | Variacdo de pressdo arterial média (PAM em mmHg), em relacdo a pressdo arterial basal, apds
a administracdo de cetamina + xilazina ou mentol. ¥*P< 0,05 vs 0 (auséncia de alteracdo), teste “t”-Student.
Os dados representam a média * o erro padrdo da média. N=4-5.
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4.4.Efeito sobre a frequéncia cardiaca
Quanto ao efeito sobre a frequéncia cardiaca, ndo observamos uma altera¢ao
estatisticamente significativa no grupo tratado com mentol. No grupo controle foi
observado um aumento da FC apds o 53° minuto apos a administragdo da mistura de

cetamina com xilazina (Figura 8).

Variacao temporal da frequéncia cardiaca
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Figura 8 | Variacdo de frequéncia cardiaca média (FC em batimentos por minuto) em relagdo a pressido
arterial basal apds a administracdo de cetamina + xilazina ou mentol. *P< 0,05 vs 0 (auséncia de alteragdo),
teste “t”-Student. Os dados representam a média * o erro padrdo da média. N= 4-5.

4.5.Efeito sobre os reflexos autonomicos cardiovasculares

A administra¢do da mistura de cetamina com xilazina ou de mentol

mmHg

nao aboliu os reflexos cardiovasculares evocados por estimulo pressorico

na pata dos animais. Os reflexos cardiovasculares se expressaram como
E | alteracoes na pressao arterial (Figuras 9, 10 e 11) e na frequéncia cardiaca

! (Figuras 9, 12 e 13). Utilizou-se como valor basal para a determinacao

1+

g8 §s28 s

das variagdes pressoricas e de frequéncia cardiaca a média desses

BPM
]

parametros nos 20 segundos que antecederam cada desafio pressorico na

g 8

+

pata.

Figura 9 | Reflexos cardiovasculares. Exemplo dos reflexos cardiovasculares evocados pelo estimulo pressérico na
pata do rato. No quadrante superior a pressdo arterial pulsatil, no central, a pressdo arterial média e no inferior a
frequéncia cardiaca.

22



Varia¢do da pressdo arterial média frente ao estimulo
pressérico (Controle)
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Figura 10 | Variagdo de pressdo arterial média (PAM; positiva e negativa) na primeira hora apds a
administracdo de cetamina + xilazina (C+X) frente ao estimulo pressdrico na pata. *P< 0,05 vs 0 (auséncia
de alteragdo), teste “t”-Student. Os dados representam a média + o erro padrdo da média. N=5.
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Figura 11 | Variacdo de pressdo arterial média (PAM; positiva e negativa) na primeira hora apés a
administragdo de mentol frente ao estimulo pressdrico na pata. *P< 0,05 vs O (auséncia de alteragdo),
teste “t”-Student. Os dados representam a média + o erro padrdo da média. N=4.
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Variagdo da frequéncia cardiaca frente ao estimulo pressérico
(Controle)
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Figura 12 | Variacdo de frequéncia cardiaca (FC, positiva e negativa) na primeira hora apds a
administracdo de cetamina + xilazina frente ao estimulo pressdrico na pata. *P< 0,05 vs 0 (auséncia de

alteragdo), teste “t”-Student. Os dados representam a média + o erro padrdo da média. N= 5.
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Figura 13 | Variacdo de frequéncia cardiaca (FC; positiva e negativa) na primeira hora apds a
administragdo de mentol frente ao estimulo pressérico na pata. *P< 0,05 vs O (auséncia de alteragdo),

teste “t”-Student. Os dados representam a média * o erro padrdo da média. N=4.
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4.6.Frequéncia de ocorréncia dos reflexos cardiovasculares
Nao houve diferenca na frequéncia de reflexos cardiovasculares entre os grupos
tratados com cetamina com xilazina ou com mentol quando ndo havia reflexo motor
(Figura 14A). Entretanto, quando o reflexo de retirada estava presente, a frequéncia de

reflexos cardiovasculares foi maior no grupo tratado com mentol do que no grupo controle

(Figura 14B).
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Figura 14 | A) Observac¢do qualitativa da frequéncia de ocorréncia de reflexos cardiovasculares na
auséncia de reflexo motor frente ao estimulo pressérico na pata apds administracdo de cetamina +
xilazina ou de mentol (P=0.6667, Mann Whitney). B) Observagdo qualitativa da frequéncia de ocorréncia
de reflexos cardiovasculares na presencga de reflexo motor frente ao estimulo pressérico na pata apds
administracdo de cetamina + xilazina ou de mentol (P=0.0159, Mann Whitney). Os dados representam a
média + o erro padrdo da média. N=4-5.

5. Discussao

O mentol produziu hipnose (inconsciéncia) e relaxamento muscular, como
sugerido pela perda do reflexo de endireitamento observado (Figura 5A). A laténcia para
a inducao da hipnose foi maior no grupo tratado com mentol do que no grupo controle
(Figura 6A), o que pode estar relacionado a diferengas tanto farmacocinéticas como
farmacodinamicas entre os dois tratamentos. A produ¢do de hipnose ¢ compativel com a
atividade descrita para o mentol sobre o receptor GABA 4 (CORVALAN; ZYGADLO;
GARCIA, 2009; HALL et al., 2004; LAU et al., 2014; ZHANG et al., 2008). Segundo
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estudos anteriores, a acdo do mentol sobre esse receptor ¢ diferente daquela descrita para
esteroides anestésicos, benzodiazepinicos e barbituratos, mas ocorre no mesmo sitio em
que age o agente o hipnotico propofol (WATT et al., 2008). Assim como observado apos
a administragdo de propofol, o mentol promove excitagdo que precede a indugdo de
hipnose; de fato, o mentol promove aumento na atividade locomotora em roedores com a
administracdo de doses menores, seguido de efeitos depressores e perda de coordenacao
motora com doses maiores (SILVEIRA et al., 2014; UMEZU & MORITA, 2003).

Como relatado anteriormente, o mentol ¢ capaz de ativar o receptor TRPMS e
KOZYREVA, KOZARUK & MEYTA (2019) descreveram que a ativagdo cutanea desse
receptor estd associada a elevagdo da pressdo arterial. Por outro lado, o mentol pode
promover vasodilatacdo e possui efeito anti-hipertensivo (SILVA, 2020). Virios
mecanismos parecem estar envolvidos na dilatagao vascular produzida pelo mentol, tais
como: ativacao endotelial do TRPMS levando a um aumento na liberagdo de 6xido nitrico
(NO); bloqueio de canais de célcio voltagem-dependentes do tipo L; inibicdo da via de
sinalizacdo RhoA/Rho quinase (SILVA, 2020). Assim, dada a via de administracido
utilizada, a diminui¢do da pressdo arterial média observada em nosso estudo (Figura 7)
era um efeito esperado.

A perda de reflexo de retirada ndo foi induzida em todos os animais (Figura 5B),
apesar do longo periodo de hipnose (Figura 6B), o que sugere que a dose média de mentol
administrada (1400 mg/kg) para induzir a perda de reflexo de endireitamento ndo foi
suficiente para promover antinocicep¢ao em todos os animais. Contudo, ¢ importante
ressaltar que a maioria dos animais (~67%) apresentou perda de reflexo de retirada,
sugerindo algum nivel de antinocicep¢do apds a administragdo de mentol. Esse dado
corrobora evidencias previamente descritas por GALEOTTI et al. (2002) que relatam que
a administra¢@o oral de mentol aumenta o limiar de dor no teste de placa quente e de que
ambas administragdes, oral e intracerebroventricular, causam analgesia no teste de
contragao abdominal. Ainda, como a literatura sugere que o mentol € capaz de inibir a
deflagracdo de potenciais de acdo em motoneurdnios (KAWASAKI et al., 2013)
poderiamos questionar o quanto dos efeitos observados em nosso estudo decorre de
inibicdes em circuitarias do sistema nervoso central. Apesar de ser impossivel separar
componentes periféricos e centrais nos efeitos produzidos pelo mentol com os protocolos
que empregamos, a magnitude da inibi¢do dos reflexos cardiovasculares ao estimulo
pressorico na pata (Figuras 11 e 13) sugere que agdes centrais estavam presentes

(variagdes muito maiores seriam esperadas caso ndo houvesse depressdo significativa).
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Cabe ressaltar que o efeito do mentol sobre os reflexos cardiovasculares foi similar ao
observado com a administracdo de doses subanestésicas da mistura de cetamina com
xilazina (Figuras 14A, 10 e 12). A incapacidade do mentol em inibir reflexos autondomicos
ainda ndo havia sido descrita pela literatura. A elevada frequéncia de evocacao de reflexos
autonomicos, em animais que perderam o reflexo de retirada da pata frente a aplicacao de
estimulo pressorico, evidencia a presenca de nocicepgao nos animais tratados com mentol
(Figura 14B). De fato, como nos explicam BROWN, PAVONE & NARANJO (2018) “se
um paciente estiver inconsciente depois de receber apenas propofol e tem um aumento na
frequéncia cardiaca e pressdo arterial em resposta a incisdo cirurgica, este € um exemplo
de nocicepcao”. Assim, os efeitos centrais do mentol administrado isoladamente sdo
incompativeis com o que se espera de um estado de anestesia geral. Essa sugestdo ¢
reforcada pela observacdo de que a elevada dose de mentol empregada se associou a uma
frequéncia de aparecimento de reflexos autondémicos, quando o reflexo de retirada
também estava presente, que foi superior aquela observada no grupo subanestesiado com
a mistura de cetamina com xilazina (figura 14B). Portanto, acreditamos que estudos
adicionais possam fundamentar a utilizagdo do mentol em associacdo com outras drogas
objetivando produzir um estado de anestesia geral. Entretanto, com base em nossos dados,

questionamos o uso dessa substancia isoladamente como esse proposito.

6. Conclusao
Conclui-se que, apesar dos efeitos hipnético/relaxante muscular e analgésico,
elevadas doses de mentol sdo insuficientes para inibir a nocicep¢do e produzir efeitos

compativeis com um estado ideal de anestesia.
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r | Universidade Federal de Uberlandia ( 7 ‘

_ Comissiao de Etica na Utilizacao de Animais _ Utilizag4o de Animais
CEUA

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “Efeito anestésico do mentol e da pulegona: avaliacdo da
inibi¢do de reflexos autondmicos”, protocolo n® 047/18, sob a responsabilidade de Luiz Borges
Bispo-da-Silva— que envolve a produg@o, manutengdo e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao
filo Chordata, subfilo Vertebrata, para fins de pesquisa cientifica — encontra-se de acordo com os
preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009,
e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal
(CONCEA), ¢ foi APROVADA pela COMISSAO DE ETICA NA UTILIZACAO DE
ANIMALIS (CEUA) da UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA, em reunido 24 de
Agosto de 2018.

(We certify that the project entitled “Efeito anestésico do mentol ¢ da pulegona: avaliagdo da inibigdo
de reflexos autondmicos”, protocol 047/18, under the responsibility of - Luiz Borges Bispo-da-Silva
involving the production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum
Vertebrata, for purposes of scientific research - is in accordance with the provisions of Law n° 11.794, of
October 8th, 2008, of Decree n°® 6.899 of July 15th, 2009, and the rules issued by the National Council for
Control of Animal Experimentation (CONCEA) and it was approved for ETHICS COMMISSION ON
ANIMAL USE (CEUA) from FEDERAL UNIVERSITY OF

UBERLANDIA, in meeting of August 24th, 2018).

Vigéncia do Projeto Inicio: 01/10/2018 Término: 31/07/2019

Espécie/Linhagem/Grupos Taxondémicos Wistar

Numero de animais 18

Peso/Idade 200 —250g

Sexo Machos

Origem/Local Centro de Bioterismo e Experimentacdo Animal
(CBEA) - UFU

Local onde serdo mantidos os animais: Depositario de Animais da Area de Ciéncias
Fisiolégicas (ARFIS) - UFU

Uberlandia, 29 de agosto de 2018

Prof. Dr. Lucio Vilela Carneiro Girao
Coordenador da CEUA/UFU
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_ Comissiao de Etica na Utilizacao de Animais _ Utilizag4o de Animais
CEUA

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “Efeito anestésico do mentol e da pulegona: avaliagcdo da
inibi¢do de reflexos autondmicos”, protocolo n® 047/18, sob a responsabilidade de Luiz Borges
Bispo-da-Silva— que envolve a produgdo, manutenc¢do e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao
filo Chordata, subfilo Vertebrata, para fins de pesquisa cientifica — encontra-se de acordo com os
preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n°® 6.899, de 15 de julho de 2009,
e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal
(CONCEA), ¢ foi APROVADA pela COMISSAO DE ETICA NA UTILIZACAO DE
ANIMALIS (CEUA) da UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA, em reunido 15 de
Margo de 2019.

(We certify that the project entitled intitulado “Efeito anestésico do mentol e da pulegona:
avaliagdo da inibigdo de reflexos autondmicos”, protocol 047/18, under the responsibility of - Luiz
Borges Bispo-da-Silva involving the production, maintenance and/or use of animals belonging to the
phylum Chordata, subphylum Vertebrata, for purposes of scientific research - is in accordance with the
provisions of Law n° 11.794, of October 8th, 2008, of Decree n°® 6.899 of July 15th, 2009, and the rules
issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA) and it was approved
for ETHICS COMMISSION ON ANIMAL USE (CEUA) from FEDERAL UNIVERSITY OF
UBERLANDIA, in meeting of March 15th, 2019).

Vigéncia do Projeto Inicio: 01/10/2018 Término: 31/07/2019

Espécie/Linhagem/Grupos Taxondmicos Wistar

Numero de animais 18

Peso/Idade 200 —250g

Sexo Machos

Origem/Local Rede de Biotérios de Roedores da UFU
(REBIR-UFU).

Local onde serdo mantidos os animais: Rede de Biotérios de Roedores da UFU
(REBIR-UFU).

Alteracio realizada: Modificacio nas doses inoculados nos animais de experimentagao:
Mentol e Pulegona - de 500 mg/kg para 1000 mg/kg, seguidos de suplementagdo caso seja
necessario (500 mg/kg a cada 30 min, até que o animal perca o reflexo de endireitamento ou até
que se atinja a dose total de 3000 mg/kg).

Uberlandia, 18 de Margo de 2019

LS

Prof. Dr. Lucio Vilela Carneiro Girao
Coordenador da CEUA/UFU
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_ Comissao de Etica na Utilizacio de Animais _ Utilizagéo de Animais
CEUA

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “Efeito anestésico do mentol e
da pulegona: avaliacdo da inibicdo de reflexos autonémicos”,
protocolo n° 047/18, sob a responsabilidade de Luiz Borges
Bispoda-Silva— que envolve a producdo, manutencdo e/ou utilizagao
de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata, para
fins de pesquisa cientifica — encontra-se de acordo com os preceitos
da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de
15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho
Nacional de Controle da Experimentacao Animal (CONCEA), e foi
APROVADA pela COMISSAO DE ETICA NA UTILIZACAO DE
ANIMAIS (CEUA) da UNIVERSIDADE FEDERAL DE
UBERLANDIA, em reunido 07 de Junho de 2019.

(We certify that the project entitled intitulado “Efeito anestésico do mentol e da pulegona:
avaliagéo da inibicao de reflexos autonémicos”, protocol 047/18, under the responsibility of - Luiz
Borges Bispo-da-Silva involving the production, maintenance and/or use of animals belonging
to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata, for purposes of scientific research - is in
accordance with the provisions of Law n° 11.794, of October 8th, 2008, of Decree n°® 6.899 of July
15th, 2009, and the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation
(CONCEA) and it was approved for ETHICS COMMISSION ON ANIMAL USE (CEUA) from
FEDERAL UNIVERSITY OF UBERLANDIA, in meeting of June 07th, 2019).

Vigéncia do Projeto Inicio: 01/10/2018 Término: 30/11/2019

Espécie/Linhagem/Grupos Taxondmicos Rato heterogénico Wistar

Nuimero de animais 23

Peso/Idade 200 —250g

Sexo Machos

Origem/Local Rede de Biotérios de Roedores da UFU
(REBIRUFU).

Local onde serdo mantidos os animais: Rede de Biotérios de Roedores da UFU
(REBIRUFU).

Alteracgao realizada Solicitagdo de mais cinco animais para término dos
experimentos e alteragdo da data de finalizagdo do projeto de 31/07/19 para
30/11/19.

Uberlandia, 11 de Junho de 2019.

sl

Prof. Dr. Lucio Vilela Carneiro Girao
UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
Comissdo de Etica na Utilizacdo de Animais /UFU
Coordenador da CEUA | Portaria N2 542 DE 10 DE MAIO DE 2019
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