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RESUMO

Carvona € um monoterpeno presente em 0leo essencial de hortelda e cominho
gue mostrou efeito anticonvulsivante, provavelmente pelo bloqueio de canais
de sddio voltagem-dependente, e efeito do tipo ansiolitico. Considerando-se
que alguns anticonvulsivantes que bloqueiam os canais de sodio voltagem-
dependentes (por exemplo, o valproato de sodio e carbamazepina) apresentam
efeito antimaniaco clinicamente, o objetivo do presente estudo foi avaliar o
efeito da R-(-)- e S-(+)-carvona em modelos animais de um episédio maniaco:
a hiperlocomocéo induzida por metilfenidato e a hiperlocomoc¢ao induzida pela
privacdo de sono. O litio (100 mg/kg) foi utilizado como controle positivo.
Camundongos tratados com metilfenidato (5 mg/kg) ou privados de sono
durante 24 horas (método de plataformas mdultiplas) mostraram um aumento da
atividade locomotora em caixa de atividade automatizada. Este efeito foi
bloqueado por administracdo aguda de R-(-)-carvona (50-100 mg/kg), S-(+)-
carvona (50-100 mg / kg) e de litio (em doses que ndo alteraram atividade
locomotora espontéanea). O tratamento prolongado (21 dias) com R-(-)-carvona
(100 mg/kg), S-(+)-carvona (100 mg/kg) ou litio também impediu a
hiperatividade induzida pelo metilfenidato. Entretanto a S-(+)-carvona também
acarretou diminuicdo da atividade locomotora espontanea, indicando um efeito
sedativo. Em conclusdo, os resultados sugerem que a carvona tem um

potencial efeito antimaniaco.

Palavras-chave: Oleo essencial, mania, camundongos, produtos naturais,

psicoestimulantes.



Abstract

Carvone is a monoterpene present in spearmint and caraway essential oil that
had showed anticonvulsant, probably by blockade of voltage gated sodium
channel, and anxiolytic-like effects. Considering that some anticonvulsants that
blocked voltage-gated sodium channels (e.g. sodium valproate and
carbamazepine) showed clinical antimanic effect, the aim of the present study
was to evaluate the R-(-)- and S-(+)- carvone in animal model of manic episode:
hyperlocomotion induced by methylphenidate and by sleep deprivation. Lithium
(100 mg/kg) was used as positive control. Mice treated with methylphenidate (5
mg/kg) or sleep deprived for 24h (multiple platform method) showed an
increase in locomotor activity in automated activity box. This effect was blocked
by acute R-(-)-carvone (50-100 mg/kg), S-(+)-carvone (50-100 mg/kg) and
lithium pre-treatment (at doses that did not change spontaneous locomotor
activity). Prolonged (21 days) treatment with R-(-)-carvone (100 mg/kg), S-(+)-
carvone (100 mg/kg) and lithium also prevented methylphenidate induced
hyperactivity, although S-(+)-carvone also decreased spontaneous locomotor
activity, indicating a sedative effect. In conclusion, the present results suggest
that carvone has a potential antimianic effect.

Key words: essential oil, mania, mice, natural product, psychostimulant,



1. INTRODUCAO

O transtorno de humor bipolar (THB) € considerado um dos mais graves
tipos de transtorno psiquiatrico e envolve aspectos neuroquimicos, cognitivos,
psicolégicos, funcionais e socioafetivos. Além disso, estd associado a altos
indices de mortalidade e prejuizos socioecondmicos (Pereira et al., 2010). E
caracterizado como um transtorno psiquiatrico crbénico, recorrente,
caracterizada por alteracdes de humor, incluindo mania, depressao e eutimia
(Goodwin e Jamison, 2007). Para o diagnostico de THB é necessario que o
paciente apresente um episédio maniaco, o qual é definido pela euforia,
hiperatividade, impulsividade, aumento dos comportamentos de risco, o0
aumento da procura de recompensa e uma diminui¢cdo da necessidade de sono
(APA, 2013).

A mania afeta o humor e as funcfes vegetativas, como sono, cognicao,
psicomotricidade e nivel de energia. Em um episddio maniaco classico, o
humor é expansivo ou euférico, ocorre aumento da energia, atividades dirigidas
a objetivos, atividades prazerosas, da libido, além de inquietacdo e até mesmo
agitacao psicomotora (Moreno et al., 2005). Também sao caracteristicas desse
quadro impulsividade, agressividade e gastos econdmicos excessivos estao
entre os correlatos do comportamento maniaco associados com esse risco
(Hirschfeldt e Vornik, 2004).

A etiologia do THB ainda € desconhecida. Acredita-se que ha uma
convergéncia de fatores ambientais, sociais, bioldégicos (genéticos,
neuroquimicos) e psicossociais (Fontana; Fontana, 2001; Yildiz et al., 2008).

Estudos neuroanatébmicos sugerem alteracdes da amigdala e diminuicéo
do volume do cortex pré-frontal subgenual, estruturas que sédo intimamente
conectadas a regides subcorticais e estdo relacionadas com o controle da
resposta emocional. Estudos que avaliaram os ganglios basais demonstraram
aumento de volume significativo do estriado, globo pélido e nucleo caudado em

pacientes com THB (Machado-Vieira et al., 2005). Essas mudancas
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anatbmicas podem resultar de mudancas relacionadas aos fatores
neurotréficos e ao aumento da atividade pro-apoptética neuronal. (Kapczinski
et al., 2009). Os niveis de BDNF (fator neurotrofico de desenvolvimento do
cérebro), importante para a neurogénese, encontra-se diminuidos em pacientes
com THB (Strakowski et al., 2005), enquanto as neurotrofinas NT3 e NT4 estéo
aumentadas durante o curso do THB (Walz et al., 2007; Walz et al., 2009).

Em relacdo a neuroquimica da fase maniaca algumas teorias séo
propostas, como alteracfes glutamatérgicas, dopaminérgicas e na proteina
quinase C (PKC) (Yildiz et al., 2008; Szabo et al., 2009). O aumento do stress
oxidativo e dos niveis e atividade da PKC, além do aumento da dopamina
contribuem para o desenvolvimento da sintomatologia maniaca. (Yildiz et al.,
2008; Bymaster e Felder, 2002).

Ainda ndo foram totalmente esclarecidas as alteracdes que ocorrem na
fase maniaca, embora alteracfes da via de sinalizacéo intracelular da PKC tém
sido propostas (Sabioni et al., 2008). Na revisdo de Armani et al. (2014)
destaca-se o papel fundamental da PKC como alvo terapéutico para o
tratamento do THB, e evidencia que a inibicdo da PKC atenua sinais maniacos
de maneira semelhante as drogas antimaniacas, ao passo que a ativacao de
PKC relaciona-se com estados maniacos. Além disso, a inibicdo da PKC pelo
litio e valproato tem sido sugerida como o mecanismo de estabilizacdo do
humor de maior importancia no transtorno bipolar (Manji and Chen, 2002).

O acido gama aminobutirico (GABA), principal neurotransmissor
inibitério do sistema nervoso central, também pode estar envolvido no THB.
Grande parte dos estabilizadores do humor apresenta efeitos terapéuticos
mediados por modulacao gabaérgica (Machado-Vieira et al., 2005). A disfuncdo
desse neurotransmissor pode levar a estados maniacos e depressivos, Vvisto
que, em pacientes bipolares, os niveis plasmaticos de GABA estdo diminuidos
(Kapczinski et al., 2004).



O glutamato, principal neurotransmissor excitatorio do SNC apresenta-se
diminuido no THB, e estudos demonstram a a¢éo de estabilizadores de humor
na sua neurotransmissdo (Kapczinski et al., 2004). Além disso, Shiah et al.
(2000) sugeriram que uma funcéo serotoninérgica central diminuida, associada
a uma funcao noradrenérgica aumentada, poderia estar envolvida na génese

da mania.

Litio, valproato de sdédio, carbamazepina, antipsicoticos atipicos e
tamoxifeno sdo eficazes para o tratamento de episddios maniacos agudos
(Yildiz et al., 2011). No entanto, alguns pacientes nao respondem
adequadamente a estes tratamentos, e os efeitos adversos dessas drogas
podem limitar a sua utilizacdo ou reduzir a adesdo ao tratamento (Goodwin e
Jamison, 2007; Machado-Vieira et al., 2008; Nierenberg, 2010).

Portanto, had wuma clara necessidade de desenvolver novos
estabilizadores de humor, visando tratamentos mais eficazes e menos
toxicos. No entanto, o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos para a
doenca bipolar pode ser dificultado pela baixa disponibilidade de bons modelos
animais (Gould et al., 2001; Gould e Einat, 2007), pois ndo ha nenhum modelo
com uma validade clara e evidente para todo o ambito do transtorno (Kara e
Einat, 2013), além da dificuldade em avaliar o efeito profilatico dos

estabilizadores de humor (Kato et al., 2007).

1.1 Modelos animais de mania

A mania apresenta sintomatologia multifacetada que ndo é
adequadamente representada em modelos animais (Young et al., 2011). A
natureza oscilatéria do THB prejudica o desenvolvimento de modelos que
represente os extremos da doencga, e, assim, os diferentes estados do THB sé&o
frequentemente avaliados em modelos distintos de mania ou depressao

(Machado-Vieira et al., 2004). A agitacdo psicomotora é comumente observada
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durante a mania e a atividade locomotora € facilmente medida em roedores, e,
por isso, a maioria dos modelos utiliza o aumento da atividade locomotora
como principal medida para avaliacdo da mania e de possiveis drogas

antimaniacas (Young et al., 2011).

O modelo mais utilizado para avaliar a eficacia de drogas antimaniacas €
hiperlocomocgédo induzida por psicoestimulantes, como anfetamina e
metilfenidato (Einat, 2006). Psicoestimulantes podem produzir sintomas de tipo
maniacos nos animais. A hiperatividade representa uma caracteristica
importante do comportamento maniaco (Young et al., 2007). H& varios relatos
mostrando que drogas antimaniacas como litio e valproato de sodio foram
eficazes em reverter a hiperlocomocao induzida por psicoestimulantes em
testes animais, conferindo validade preditiva para o modelo (Gould et al., 2001,
Einat, 2006).

O uso de psicoestimulantes como um modelo de mania tem uma série
de limitagbes. A maioria dos modelos utiliza doses agudas e induzindo
alteracbes agudas (de curta duracdo), enquanto a mania é uma doenca
cronica, com alteracdes comportamentais, psicolégicas e moleculares a longo
prazo. Além disto, esse modelo também é utilizado para outras doencas, como
esquizofrenia e abuso de drogas. Finalmente, a sintomatologia da mania nem

sempre inclui hiperatividade motora (Young et al., 2011).

Apesar destas limitacbes, o modelo tem sido considerado um modelo
com boa validade preditiva, pois 0s sintomas sdo revertidos com o0 uso de
drogas antimaniacas como o litio. Em relacdo a validade de face, os
comportamentos induzidos por psicoestimulantes assemelham-se aos
observados nos estados maniacos, principalmente no que se refere a
hiperlocomoc¢éo, mas também a insbnia e ao prejuizo da avaliagdo de risco
(Young et al.,, 2011; Gould et al.,, 2001; Machado-Vieira et al., 2004; Einat,
2006). Além disso, a validade de constructo mostra participacdo dos sistemas

monoaminérgicos nos quadros maniacos. (Einat, 2006) Além disto, este



comportamento parece estar relacionado a neurotransmissdo dopaminérgica
no nucleo accumbens, uma vez que a destruicdo seletiva dos neurbnios
dopaminérgicos reduz drasticamente este efeito da anfetamina (Kelly e Iversen,
1976).

Em contraste com os modelos farmacoldgicos de mania, pode-se induzir
0 comportamento maniaco utilizando manipulacbes ambientais, como a
privacdo de sono (Young et al., 2011). Depois da privacdo de sono 0s animais
demonstram insénia, hiperatividade, irritabilidade, agressividade,
hipersexualidade e estereotipia, o que confere validade de face ao modelo.
Essas alteracbes no comportamento foram revertidas pelo litio e tamoxifeno, o
qgue corrobora para a validade preditiva do teste (Gessa et al., 1995; Armani et
al.,, 2012). Além disso, o modelo produz alteracbes neuroquimicas como
aumento da dopamina e hipoatividade do sistema opidide, como € visto na fase
maniaca (validade de constructo) (Gessa et al., 1995; Yatham et al., 2005).

Armani et al., 2012 levantou a hip6tese de que a privacdo de sono pode
induzir uma hiperatividade de PKC através de um mecanismo comum entre
perda de sono e estados maniacos. Em seu estudo, o tamoxifeno (inibidor de
PKC) reverteu a hiperlocomocéo induzida por privacdo de sono, o que sustenta

sua hipotese.

1.2 Oleo essencial de hortela

Os Oleos essenciais sdo produtos naturais que apresentam diversas
atividades bioldgicas, relacionadas principalmente aos monoterpenos, seu
principal componente quimico, e demonstrando seu potencial uso para o
desenvolvimento de novas drogas (de Almeida, et al., 2003; Goncalves et al.,
2008). A literatura apresenta estudos que demonstraram que 6leos essenciais
penetram na barreira hematoencefdlica, aumentando o interesse de

pesquisadores em seu possivel uso para o tratamento de doencas do Sistema
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Nervoso Central (SNC), apresentando efeito analgésico, ansiolitico,

antidepressivo, e propriedades anticonvulsivas (Koutroumanidou et al., 2013).

O género Mentha (familia Lamiaceae — labiateae) € amplamente
conhecido, ocorrendo em regides de clima temperado, como Asia, Austrélia,
Africa do Sul, América, Europa, China e india (Khanuja, 2007). Possui cerca de
25-30 espécies e a mais conhecida é a Mentha spicata, conhecida como
horteld (Arumugam, et al., 2008). A M. spicata (horteld) é uma fonte de 6leo
essencial, o qual tem grande importancia econdmica, pois é amplamente
utilizado na industria alimenticia e farmacéutica, sendo util na fabricacdo de
produtos de confeitaria, goma de mascar, bebidas e pasta de dentes
(Arumugam e Ramesh, 2009).

A planta é conhecida por ser dotada com uma variedade de
propriedades biologicas, devido ao elevado teor de metabolitos secundarios
que ela possui (Choudhury et al., 2006). Popularmente, suas folhas sé&o
utilizadas para aliviar solucos, flatuléncia, vertigens e como remédio para
bronquite e outras inflamacdes, além do uso como antiemético na gravidez
(Arumugam e Ramesh, 2009). A tabela 1 apresenta as principais propriedades/

uso da hortela.



TABELAL : Propriedades da hortela.

Propriedades/uso Referéncia
Anti-alérgica Yamamura et al. de 1998
Anti-oxidante Kanatt et al., 2007; Arumugam et

al.,, 2006, 2008; Arumugam e
Ramesh, 2011.

Anti-agregante plaquetério Tognolini et al., 2006.

Anti-citotoxicos Manosroi et al., 2006.

Quimio-preventivo Salim et al., 2000.

Anti-inflamatorio Arumugam et al. 2006, 2008.

Anti-mutagénica Yu. et al, 2004; Arumugam e
Ramesh, 2009.

Modulagéo dos canais de célcio Hawthorn et al., 1988.

dependente em processos
intestinais, neuronais e cardiacos
Radioprotetora Haksar et al., 2009.
Prevencédo de vomitos e ndusea Tayarani-Najaran et al., 2013.
induzidos por quimioterapia.
Anticonvulsivante Koutroumanidou et al., 2013.
Larvicida e inseticida Govindarajan et al, 2012;

Koliopoulos et al., 2010.

Antimicrobiano Orhan et al., 2011. Arumugam et
al., 2009
Carminativo Yonis e Beshir, 2004.

O Oleo de horteld contém monoterpenos como carvona, limoneno,
mentona, mentol, pulegona, dihidrocarveol e s -carvona (Arumugam et al.,
2008). Monoterpenos sdo metabolitos secundarios de plantas responsaveis
pelas caracteristicas da fragrancia e sabor de plantas, sendo bem conhecidos
como componentes tipicos dos 6leos essenciais (Ringer et al., 2005). Os
terpenos podem conter um ou mais atomos de carbono assimétricos (quiral)
que apresentam atividade Optica. A quiralidade pode influenciar na sua

propriedade de odor, atividade biologica, mecanismo de ac&do, metabolismo e
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toxicidade dos pares enantioméricos, o que deve ser cuidadosamente avaliado
(Barba et al.,2013).

O 6leo de hortela é rapidamente absorvido apés a administracao oral e
eliminado principalmente por via biliar. O principal metabolito biliar é
glucuronido mentol, que sofre circulagdo entérica. Os metabolitos urinérios
resultam da hidroxilacdo do radical isopropil, formando uma série de mono- e
dihidroximentois e acidos carboxilicos, alguns dos quais sédo excretados em

parte como conjugados de acido glucoroénico (Grigoleit e Grigoleit , 2005).

1.4 Carvona

A carvona (p -menta-6 ,8-dien-2-ona) (FIGURA 1) € um monoterpeno
cetbnico quiral, que pode ser obtida por destilacdo, existindo naturalmente em
duas formas enantioméricas: a S-(+)-carvona, componente principal no 6leo de
sementes de alcaravia ou cominho (Carum carvi), e R-(-)-carvona, presente
no 6leo de hortelda (Mentha spicata) ( Gongalves et al., 2010; Lambert et al.,
2012; Souza et al., 2013).

Estudos utilizando modelos animais ja demonstraram que a carvona
apresenta diferentes efeitos depressores no sistema nervoso central, como
diminuicdo da deambulacédo e na reacdo ao toque, ptose palpebral, aumentos
de sedacédo (de Sousa et al., 2007). Gongalves et al. (2010) mostraram que a
carvona diminuiu a conducdo em nervo periférico. Buchbauer et al. (2005)
realizaram um estudo utilizando carvona na forma de inalacdo, a qual diminuiu

a atividade locomotora dos animais.
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Figura 1: Estrutura quimica da carvona

A R-(-)-carvona apresentou atividade antinociceptiva (de Sousa, 2007)
associada com a diminuicdo da excitabilidade nervosa periférica (Goncalves et
al., 2008), além de possuir um efeito tipo ansiolitico no labirinto em T elevado
(Hatano et al., 2012). Por outro lado, a S-(+)-carvona parece possuir atividade
anticonvulsiva em convulsfes induzidas por pentilenotetrazol e picrotoxina (de
Sousa, 2007).

Estudos utilizando derivados da carvona também mostraram efeitos
semelhantes. A cianocarvona tem propriedades ansiolitica, anticonvulsivante,
antioxidante e antinociceptiva (Costa et al., 2012a; Costa et al., 2012b;
Marques et al.,, 2014a; Marques et al.,, 2014b). A a, B-epoxi-carvona
apresentou diminuicdo da atividade motora (de Sousa et al., 2007a) além de
efeito antinociceptivo e anti-inflamatério (da Rocha et al., 2013). A

hidroxidiidrocarvona mostrou efeito depressor no SNC (de Sousa et al., 2006).

Considerando que algumas drogas usadas atualmente para mania foram
originalmente desenvolvidas para outras condigbes, tais como drogas
antiepilépticas  (carbamazepina e valproato), e que a carvona

(predominantemente a S - (+) - carvona) exibe efeito anticonvulsivante, o
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objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de R - (-) - e S - (+) - carvona em

camundongos testados em modelos animais de mania.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar o efeito tipo antimaniaco da R-(-)- e S-(+)-carvona em modelos animais.

2.2. Objetivos especificos

1. Avaliar o efeito da administracdo aguda da R-(-)- e S-(+)-carvona no
aumento da atividade locomotora induzida por metilfenidato

2. Avaliar o efeito da administracdo prolongada (21 dias) da R-(-)- e S-(+)-
carvona no aumento da atividade locomotora induzida por metilfenidato

3. Avaliar o efeito da administracdo aguda da R-(-)- e S-(+)-carvona no

aumento da atividade locomotora induzida por privacdo de sono
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Abstract

Carvone is a monoterpene present in spearmint and caraway essential oil that
had showed anticonvulsant, probably by blockade of voltage gated sodium
channel, and anxiolytic-like effects. Considering that some anticonvulsants that
blocked voltage-gated sodium channels (e.g. sodium valproate and
carbamazepine) showed clinical antimanic effect, the aim of the present study
was to evaluate the R-(-)- and S-(+)- carvone in animal model of manic episode:
hyperlocomotion induced by methylphenidate and by sleep deprivation. Lithium
(100 mg/kg) was used as positive control. Mice treated with methylphenidate (5
mg/kg) or sleep deprived for 24h (multiple platform method) showed an
increase in locomotor activity in automated activity box. This effect was blocked
by acute R-(-)-carvone (50-100 mg/kg), S-(+)-carvone (50-100 mg/kg) and
lithium pre-treatment (at doses that did not change spontaneous locomotor
activity). Prolonged (21 days) treatment with R-(-)-carvone (100 mg/kg), S-(+)-
carvone (100 mg/kg) and lithium also prevented methylphenidate induced
hyperactivity, although S-(+)-carvone also decreased spontaneous locomotor
activity, indicating a sedative effect. In conclusion, the present results suggest
that carvone has a potential antimianic effect.

Key words: essential oil, mania, mice, natural product, psychostimulant,
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INTRODUCTION

Bipolar disorder (BD) is a chronic mental illness, characterized by
recurrent mood swings that include mania, depression and euthymia (Goodwin
and Jamison, 2007). The diagnosis of BD requires at least one manic episode
(past or present), which is characterized by euphoria, psychomotor
agitation/hyperactivity, impulsivity, increase risk behavior and demand for
reward and decreased need for sleep (Young et al., 2011; APA, 2013). Lithium,
sodium valproate, atypical antipsychotics and tamoxifen are efficacious
pharmacological treatments for acute manic episodes (Yildiz et al., 2011).
However, some patients do not respond adequately to these treatments or
show adverse effects that can limit their use or reduce adherence to treatment
(Goodwin and Jamison, 2007; Machado-Vieira et al., 2008; Nierenberg, 2010).
Therefore, there is a clear need to develop new antimanic drugs with increasing

efficacy and lessening adverse effects.

Hyperactivity induced by psychostimulants (amphetamine or
methylphenidate) or by sleep deprivation has been related to psychomotor
agitation observed in mania (Gessa et al., 1995; Machado-Vieira et al., 2004;
Einat, 2006; Young et al., 2011; Sabioni et al., 2008). This model has some
drawbacks since did not capture the cycling nature of BD and it is limited to one
criteria of mania which is not limited to the disorder (Einat, 2006; Young et al.,
2011). However, it showed a good predictive validity, since this hyperactivity
can be blocked by standard antimanic drugs like lithium, valproate,
carbamazepine, antipsychotics, and tamoxifen at doses that did not impair
spontaneous locomotor activity (Gessa et al., 1995; Gold et al., 2001; Armani et
al., 2012; Sabioni et al., 2008; Barbosa et al., 2011; Young et al., 2011; Tonelli
et al.,, 2013; Arunagiri et al., 2014; Kara et al.,, 2014; Ene et al., 2015).
Moreover, it is simple and quick to perform, easily measured and cheap, turning

it a good tool for screening new antimanic-like drugs.
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Essential oils are natural products that have various biological activities,
such as anticonvulsant and anxiolytic (Almeida et al., 2003; de Sousa et al.,
2007), which has been related to monoterpenes, their main chemical
component (Goncalves et al.,, 2008). Essential oils have high potential for
development of new drugs, as demonstrated by silexan, an essential oil from
Lavandula angustifolia, in the treatment of generalized anxiety disorder (Woelk
and Schlake, 2010). Carvone (p-menta-6, 8-dien-2-one) is a chiral monoterpene
ketone which can be obtained by distillation and it exists naturally in two
enantiomeric forms: S (+) -carvone, the main component in the caraway
essential oil (Carum carvi), and R (-) — carvone present in spearmint essential
oil (Mentha spicata) (Goncalves et al., 2010; Lambert et al., 2012; Souza et al.,
2013). R-(-)-carvone presents antinociceptive activity (de Sousa, 2007) and an
anxiolytic-like effect in the elevated T (Hatano et al., 2012). On the other hand,
S-(+)-carvone appears to possess anticonvulsant activity in pentylenetetrazole-
and picrotoxin- induced seizures (de Sousa, 2007). Both R-(-) and S-(+)-
carvone decreased peripheral nerve activity, probably due to block of voltage-
gated sodium channels (Goncalves et al., 2010). Inhalation of R-(-)-carvone, but
not S-(+)-carvone attenuated increased locomotor activity induced by caffeine
and, depending from the experimental conditions, by amphetamine (Buchbauer
et al., 2005).

Additional studies using carvone derivatives also showed similar effects.
Cyane-carvone has anxiolytic, anticonvulsant, antioxidant and antinociceptive
properties (Costa et al.,, 2012a; Costa et al.,, 2012b; Marques et al., 2014a;
Marques et al., 2014b). The a,B-epoxy-carvone decreased motor activity (de
Sousa et al.,, 2007a) and showed anticonvulsant, antinociceptive and anti-
inflammatory effect (Almeida et al., 2008; da Rocha et al., 2013).
Hydroxydihydrocarvone showed depressant effect on the CNS (de Sousa et al.,
2006). Considering that some currently used drugs for mania were originally
developed for other conditions, such as antiepileptic drugs (carbamazepine and
valproate), which shared in common the blockade of voltage-gated sodium

channels, and that carvone (predominantly the S-(+)-carvone) exhibits
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anticonvulsant effect, the aim of this study was to evaluate the effect of R-(-)-

and S-(+)-carvone in mice tested in animal models of mania.
MATERIAL AND METHODS

The subjects were Male Swiss mice (20-30g) from Federal University of
Parana, housed in groups of five, in polypropylene cages with wood shavings
as bedding. The mice were maintained under controlled conditions of
temperature (22 + 1°C) and light (12h light-dark cycle, light on at 7am), with free
access to water and food. The experiments were carried out between 1:00 and
5:00 PM. Procedures were approved by the Ethics Committee in Animal
Experimentation of UFPR (CEUA number 681).

Drugs and Treatments

Lithium Carbonate 100 mg/ kg (Eurofarma, Brasil) were dissolved in
saline, with pH adjusted to 7.4 (HCI 2N) (Sabioni et al., 2007). Methylphenidate
5 mg/kg (Ritalina, Novartis, Brasil) was prepared in saline (Pereira et al.,
2011). S(+) e R(-)-Carvona 50 and 100 mg/kg (supplied by DPS, Federal
University of Paraiba) were prepared in Tween 80 (5% V/V)(de Sousa et al.,

2007). All drugs were administered intraperitoneally.
Spontaneous Locomotor Activity

Spontaneous locomotor activity of each animal was measured during 5
min in automated activity boxes (40 x 20 x 26 cm) with wood walls equipped
with 3 sensors (10 cm distance each other) and wire floor (Sabioni et al, 2008).
The number of crossings (beam interruptions) was taken as measure of
locomotor activity. After the test, each animal was picked up and put back to its

cage.
Methylphenidate induced hyperlocomotion

The same apparatus was used to measure the hyperlocomotion induced
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by methylphenidate or sleep deprivation. Mice were treated with S-(+)- and R-(-
)-carvone, lithium or vehicle and after 15 minutes treated with methylphenidate
or saline. After 20 min each mouse was placed inside the box and the number
of crossings was measured during 20 min. In the prolonged study, mice were
treated once a day for 3 weeks with test drugs and then the same protocol was

done.

Sleep deprivation induced hyperlocomotion

Before sleep deprivation, mice were submitted to a basal evaluation of
spontaneous locomotor activity for 20 minutes. Then, mice were treated with S-
(+) or R-(-)-carvone, lithium or vehicle and submitted to sleep deprivation during
24h (Armani et al., 2012). Briefly, 5 mice were placed in a polypropylene cage
(identical to their homecage) with 1cm deep water and 10 cement platforms
(3cm diameter x 5cm height), with food and water freely available at the top.
Thirty minutes before finishing the sleep deprivation, the mice were treated
again with the same drug and returned to the sleep deprivation cage.
Immediately after sleep deprivation each mouse was placed in the locomotor
activity box for 20 min. The number of crossings was considered the index of

locomotor activity.
Statistical analysis

Data were shown as mean + SEM and analyzed by one-way (treatment)
ANOVA for independent samples followed by Newman-Keuls test. Statistica 7.0

software was used for data analysis. Statistical significance was set at p<0.05.

RESULTS

Spontaneous Locomotor Activity
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The results of spontaneous locomotor activity are presented in table 1.
There was no significant difference between treated groups and control (Fss1
=0.188, NS), suggesting that the drug at doses employed did not change

spontaneous locomotor activity.

TABLE 1: Effects of acute intraperitoneal administration to mice of lithium carbonate
(100 mg/kg), R-(+)-carvone (50 and 100 mg/kg) and S-(-)-carvone (50 and 100

mg/kg) in spontaneous locomotor activity.

Acute treatment Locomotor Activity
Vehicle 1242+ 9.7
Lithium 1229+ 8.1
S-(+)-carvone 50 1219+ 6,9
S-(+)-carvone 100 1249+ 11.3
R-(-)-carvone 50 1139+ 7.0
R-(-)-carvone 100 1211+ 9.6

Data represent the mean £ SEM (n=9-10) of the number of beam
interruptions. No significant difference was detected.

Methylphenidate induced hyperlocomotion

In both experiments, methylphenidate induced an increase in locomotor
activity (Figs. 1 and 2). The positive control (lithium) and both carvone
enantiomers, in tested doses, blocked methylphenidate induced
hyperlocomotion after acute (Fig.1) and porlonged (Fig. 2) treatments. One-way
ANOVA showed significant difference in the number of crossings in both acute
(F11,132=9.51; p < 0.001) and chronic (F7,68=22.26; p<0.001) treatments.

In acute experiment (Fig. 1)., post hoc test indicated that vehicle +
methylphenidate group increased locomotor activity when compared to all other
groups (all p<0.001); moreover, S-100 and R-100 plus methylphenidate groups
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showed higher activity than their respective vehicle group. There were no

significant differences among groups that did not receive methylphenidate.
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FIGURE 1: Effect of acute administration (ip) of lithium (100 mg/kg, Li+), S-(+)-carvone
(50 e 100 mg/kg; S-50 and S-100, respectively) and R-(-)-carvone (50 and 100
mg/kg; R-50 and R-100, respectively) in methylphenidate (5 mg/kg, ip) induced
hyperlocomotion. Data represent mean = SEM of numbers of beam interruptions
(n=11-12 mice/group). ***p<0.001 compared to all other groups; *p<0.05 compared
to its respective control treated with saline (S-100 or R-100).
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FIGURE 2: Effect of prolonged (21 days) administration (ip) of lithium (100 mg/kg, Li+),
S-(+)-carvone (100 mg/kg; S-100) and R-(-)-carvone (100 mg/kg; R-100) in
methylphenidate (5 mg/kg, ip) induced hyperlocomotion. Data represent mean *
SEM of numbers of beam interruptions (n=9-10 mice/group), ***p<0.001 compared
all other groups. #p<0.05 compared to its respective control (Li* or R-100 +
vehicle).

In prolonged experiment, post hoc test indicated statistically significant
increase in locomotor activity in vehicle + methylphenidate group compared to
all other groups (all p<0.001). The groups treated with lithium and R-100 +
methylphenidate were different from their respective controls (Li+ or R-100 +
vehicle; p<0.05). No significant effect was found between groups treated test

drugs plus saline.

Sleep deprivation induced hyperlocomotion

Figure 3 shows the effect of administration of S-(+) and R-(-)-carvone
and lithium in the sleep deprivation induced hyperlocomotion. One-way ANOVA
showed significant effect for treatment factor (F7,72=9.47; p<0.001). The sleep
deprived mice treated with vehicle (sleep deprived + VEH) showed greater
activity than all other groups (all p<0.001). S-100 + vehicle showed lower

locomotion than control + vehicle group (p<0.05). No other differences among
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the groups were seen. No significant difference was seen in basal activity
(F7,72= 1.111; data not shown).
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FIGURE 3: Effect of acute administration (ip) of lithium (100 mg/kg, Li+), S-(+)-carvone
(100 mg/kg; S-100) and R-(-)-carvone (100 mg/kg; R-100) in sleep deprivation-
induced hyperlocomotion (sleep deprivation: 24h, multiple platforms, 5 mice per
cage). Data represent mean + SEM of numbers of beam interruptions (n=10
mice/group). ***p<0.001 compared to all other groups; *p<0.05 compared to
control (control vehicle treated).

Discussion

The present study showed that acute and prolonged administration of
both enantiomers of carvone blocked hyperlocomotion induced
methylphenidate. These effects were observed at doses which had no effect on
spontaneous locomotor activity, indicating that the observed effects are not
assigned to a sedative or depressant effect. R-(-)- and S-(+)-carvone also
blocked the hyperactivity induced by sleep deprivation, although S-(+)-carvone
alone reduced spontaneous locomotor activity, which indicated a sedative
effect. The present results partially disagree to those observed by Buchbauer et
al. (2005), whom did not observe any effect of S-(+)-carvone and a weaker
effect of R-(-)-carvone in amphetamine induced increase locomotor activity.

These discrepancies can be ascribed by different objectives, which lead to
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different methodological design. For example, Buchbauer et al. (2005) treated
female mice by inhalation, while we used higher doses administered
intraperitoneally.

Blockade of the excitatory effect of psychostimulant (methylphenidate or
amphetamine) is considered indicative of antimanic effect when the dose of the
tested substance alone did not change the motor activity (Gould et al., 2001,
Sabioni et al., 2008; Young et al., 2011). Antimanic drugs such as lithium,
sodium valproate, carbamazepine and tamoxifen have similar results to those
observed in our study using psychostimulant-induced hyperlocomotion (Gould
et al., 2001; Sabioni et al.,, 2008; Barbosa et al., 2011; Pereira et al., 2011;
Tonelli et al., 2013). In this line, in the present study, both acute and chronic
lithium administration also blocked the methylphenidate effect, which confirms

the validity of the procedure used.

Although the psychostimulant-induced hyperlocomotion model is widely
used for screening antimanic drugs and it is sensitive to clinically effective mood
stabilizers, this model has some drawbacks such as: it did not capture the
cycling nature of BD; it evaluate only one facet of the manic episode; and
hyperactivity was also seen in other disorders (Einat, 2006; Young et al., 2011).
Moreover, in this model it is important to consider the possibility that
pharmacokinetic interaction between test drugs and psychostimulant
(methylphenidate or amphetamine) may influence the results. For example, if
carvone lowered plasma levels of MPH it consequently could reduce
hyperlocomotion, which would be a false positive result. This problem can be
minimized using another animal model that did not employ psychostimulant
drugs, such as sleep deprivation induced hyperlocomotion. Furthermore, the
use of two models minimizes the probability of false results, an important issue

with drug induced behaviors.

Sleep deprivation is an environmental induced model of mania (Einat,

2006), which does not use drugs to stimulate hyperlocomotion. After sleep
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deprivation animals showed manic-like behaviors, like hyperactivity, delay to fall
asleep and hypersexualtiy that were reversed with lithium, antipsychotics and
tamoxifen indicating a good predictive validity of this model (Gessa et al., 1995;
Armani et al., 2012). Both carvone enatiomers were effective in reversing
hyperlocomotion induced by deprivation sleep, however the group treated with
S-(+)-carvone alone had a lower activity compared to the control-vehicle group,
indicating a sedative effect. This latter result is coherent with sedative effect

observed with R-(-)- and S-(+)-carvone 200mg/kg in mice (Sousa et al., 2007).

Thus, the result from sleep deprivation model indicated that the effect of
carvone on methylphenidate induced hyperlocomotion was not related to
pharmacokinetic interaction. Moreover, considering that drug induction
behaviors limit the study to few neurotransmitters (e.g. catecholamines), the

result with sleep deprivation reinforces the putative antimanic effect of carvone.

Evidences suggest that some existing treatments for mania can exert
their therapeutic action via regulation of ion channels, since they regulate
neuronal excitability (Gould et al., 2004). The molecular targets for some
antiepileptic drugs are voltage gated ion channels, including sodium, calcium
and potassium channels. Antiepileptic drugs as valproate and carbamazepine
have been successfully used in the treatment of manic episode and both
decrease the flow and the sodium ions accumulate in the cell (Bourin et al.,
2009; Judy and Zandi, 2013; Tonelli et al., 2013). Moreover, the antimanic-like
effect of carbamazepine and phenytoin in methylphenidate induced
hyperlocomotion was blocked by veratrine, an opener of voltage gated sodium
channels (Tonelli et al.,, 2013). In this line, it is interesting to note that the
anticonvulsant and antinociceptive effect of carvone enantiomers as their
derivates (e.g. a,B-epoxycarvone) may be related to voltage gated sodium
channels (Goncgalves et al., 2008; Almeida et al., 2008). It is also proposed a
GABA role in BD (Brady et al., 2013) and some studies suggest that carvone
may affect GABAergic neurotransmission (Hall et al., 2004; Sanchez-Borzone
et al., 2014).
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In conclusion, the present study suggests that both carvone enantiomers

have a potential antimanic effect.
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4. CONCLUSAO

O presente estudo mostrou que a administracdo aguda e crbnica de
ambos os enantibmeros da carvona foram efetivos em bloquear a
hiperlocomocédo induzida por psicoestimulantes (metilfenidato). Além disto, a
administracdo aguda de R-(-)- e S-(+)-carvona também bloqueou a

hiperlocomocéo por privacédo de sono.

As doses utilizadas néo alteraram a atividade locomotora espontéanea,
indicando que os efeitos observados ndo estdo atribuidos a um efeito sedativo
ou depressor, apesar de que no modelo de privacdo de sono S-(+)-carvona
sozinha reduziu a atividade locomotora espontanea, que indicou um efeito

sedativo.

O litio foi utilizado como controle positivo em ambos modelos. Tanto a
administracdo aguda e cronica de litio bloqueou o efeito do metilfenidato em
doses que nado alteraram a atividade motora espontanea, o que confirma a

validade dos procedimentos utilizados.

A utilizagdo de dois modelos minimiza a probabilidade de resultados
falsos positivos ou negativos, um problema importante com os comportamentos
induzidos por drogas. Assim, o resultado do modelo de privacao de sono indica
que o efeito da carvona na hiperlocomocéo induzida por metilfenidato n&o

estava relacionada a interacdo farmacocinética.

Portanto, esse estudo sugere que ambos os enantibmeros carvona tém
um potencial efeito antimaniaco. Estudos adicionais devem ser realizados a fim

de esclarecer possivel mecanismo de acéo da carvona.
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ANEXO 1

Efeito do pré-tratamento com veratrina no efeito tipo antimaniaco de
carbamazepina e carvona sobre a hiperlocomog&o induzida por
metilfenidato.

A veratrina, um farmaco que ativa os canais de sbdio voltagem
dependentes, tem sido utilizado para avaliar o papel desta proteina na acao de
farmacos anticonvulsivantes (Codagnone et al., 2007; Mirza et al., 2005; Prica
et al., 2008; Tonelli et al., 2013). Neste estudo, o pré-tratamento com veratrina
foi utilizado para avaliar a participacdo dos canais de sédio voltagem
dependentes no efeito tipo antimaniaco da carvona. A carbamazepina, um
anticolvulsivante bloqueador dos canais de sddio voltagem dependentes com
acdo antimaniaca (Cipriani et al., 2011; Tonelli et al., 2013), foi empregada

como controle ativo.
MATERIAIS E METODOS
Animais

Foram utilizados camundongos Swiss machos, com peso médio de 30g,
nascidos e criados no biotério do Setor de Ciéncias Biolégicas da Universidade
Federal do Parana. Os animais foram mantidos em condi¢cdes controladas de
temperatura (21 £ 1 ° C); ciclo claro-escuro de 12 horas (luzes acesas as
7:00h) e comida e agua a vontade. Todos os experimentos foram realizados no
periodo de 13h as 17h e em conformidade com o National Institutes of Health
Guide para o Cuidado e Utilizacdo de Animais de Laboratorio, sendo aprovados
pelo Comité de Etica e Experimentacdo do Setor de Ciéncias Biologicas da
Universidade Federal do Parana.(Protocolo n °. 681).
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Drogas

Metilfenidato (Ritalina; Novartis, Brasil) dissolvido em solu¢cédo salina na
dose de 5,0 mg / kg. Carbamazepina (Tegretol; Novartis, Brasil) diluida em
agua destilada + Tween 80 na dose de 20 mg / kg. Veratrina (Sigma-Aldrich,
Saint Louis, EUA) diluida em solucéo salina na dose de 0,4 mg / kg. S(+) e R(-
)-Carvona 100 mg/kg dissolvido em agua destilada + Tween 80 (5% V/V).
Todas as drogas e seus veiculos foram administrados por via intraperitoneal
(ip) em um volume constante de 10 ml/kg. As doses propostas foram baseadas
em estudos anteriores em nosso laboratério (metilfenidato - Pereira et al.,
2011; litio - Sabioni et al., 2008; carbamazepina e veratrina — Tonelli et al.,
2013) e em dados da literatura (de Sousa et al., 2007).

Procedimento experimental

Os animais receberam veiculo ou 0,4 mg/kg veratrina. Dez minutos mais
tarde foi administrado veiculo, 20 mg/kg de CBZ, R-carvona 100mg/kg ou S-
carvona 100 mg/kg. Apés 10 min, eles receberam uma terceira dose de veiculo
ou de 5 mg/kg MPH. Vinte minutos depois de receber a ultima injecdo, os
animais foram colocados na caixa de locomocéao durante 5 minutos para avaliar

a atividade locomotora.
Andlise estatistica

Os valores estdo expressos como média = erro padrdo da média
(E.P.M.). As diferencas entre os grupos foram determinadas através da Andlise
de Variancia (ANOVA) de uma via, seguida, quando detectada diferenca, pelo
pés teste de Newman-Keuls. O nivel de significancia para rejeicdo da hipotese
de nulidade foi de p<0.05. Foram utilizados os programas Statistica 7.0 e

Graph Prisma 5.0.

41



RESULTADOS E DISCUSSAO

Tanto a carbamazepina (CBZ) quanto os enantibmeros da carvona
foram efetivos em reverter a hiperlocomocéo induzida por metilfenidato apés o
tratamento agudo (Fig. 1). A ANOVA de uma via mostrou diferenca significativa
no fator tratamento. (Fis, 122= 22.03; p < 0,001). Esse efeito foi observado com

doses que néo alteraram a atividade locomotora.
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Figura 1. Efeito do pré-tratamento com veratrina (0,4mg/kg; ip) em efeito antimaniaco
de carbamazepina (20mg/kg; ip), R-carvona (100mg/kg; ip) e S-carvona (100mg/kg, ip)
sobre a hiperlocomogéo induzida por metilfenidato (5mg/kg, ip). ANOVA de uma via.
Dados representam média + EPM do numero de interrupgbes do sensor fotoelétrico
(n= 8 camundongos/grupo). *** p<0,001 comparado com o0 grupo controle (veiculo +
salina). # p<0,05 comparado com o grupo veiculo + MPH. * p<0,05 comparado com
seu respectivo controle (veiculo + veratrina).

A carbamazepina (CBZ) é utilizada clinicamente como um farmaco
anticonvulsivante. Estudos preliminares mostraram os efeitos antimaniacos e
estabilizadores do humor da CBZ, e varios anticonvulsivantes foram
subsequentemente testados para o tratamento de THB. Antiepilépticos como o
valproato e carbamazepina ja foram usados com sucesso no tratamento de um

episoddio maniaco (Cipriani et al., 2011).
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As evidéncias sugerem gue alguns tratamentos existentes para a mania
podem exercer a sua acao terapéutica atraves da regulacdo de canais de ions,
uma vez que eles regulam a excitabilidade neuronal (Gould et al., 2004). Além
disso, o efeito tipo antimaniaco de carbamazepina e fenitoina na
hiperlocomocéao induzida por MPH foi bloqueado por veratrina, um abridor de
canais de sddio voltagem dependente (Tonelli et al., 2013).

No presente estudo a veratrina foi capaz de reverter parcialmente a agao
da carbamazepina no modelo de hiperlocomocao por MPH, mas nao afetou o
efeito tipo antimaniaco das carvonas. Estes resultados diferem do estudo
realizado por Tonelli et al. (2013), onde a veratrina reverteu completamente
acdo da CBZ, sugerindo que os canais de sodio voltagem dependentes
desempenham um papel fundamental nos efeitos tipo antimaniacos da CBZ.
Essas diferencas podem ser devido a forma farmacéutica utilizada da
carbamazepina ser diferente nos estudos. Além disso, a atividade locomotora
foi avaliada pelo teste de campo aberto, diferente do nosso estudo, em que foi
realizado em caixas de movimentacdo automatizadas. Devemos considerar
também a dose da veratrina pode ter sido insuficiente para uma reversao
completa do efeito da CBZ.

A veratrina na dose utilizada néo reverteu o efeito tipo antimaniaco da
carvona. Alguns estudos sugerem que o efeito anticonvulsivo e antinociceptivo
da carvona e de seus derivados (por exemplo, a, B-epoxycarvone) podem estar
relacionados com os canais de sodio sensiveis a voltagem (Gongalves et al.,
2008; Almeida et al., 2008). Outros estudos sugerem que a carvona pode
afetar a neurotransmissdo GABAérgica (Hall et al., 2004; Sanchez-Borzone et
al., 2014).

Em conclusdo nosso estudo mostrou que os resultados obtidos com a
carvona foram replicaveis, mostrando um potencial efeito antimaniaco, o qual
nao foi revertido com a veratrina, um estimulante de canais de sédio voltagem
dependentes. Portanto, estudos adicionais devem ser realizados a fim de

esclarecer possivel mecanismo de agéo da carvona.
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ANEXO 2
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FHHH T UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA
' Setor de Ciéncias Biol6gicas
U F P Comissao de Etica no Uso de Animais
(CEUA)

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

CERTIFICADO

A Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Setor de Giéncias
Biolégicas da Universidade Federal do Parana, instituido pela PORTARIA N°
787/03-BL, de 11 de junho de 2003, com base nas normas para a constituicéo e
funcionamento da CEUA, estabelecidas pela RESOLUCAO N° 01/03-BL, de 09 de
maio de 2003 e considerando o contido no Regimento Interno da CEUA,
CERTIFICA que os procedimentos utilizando animais no projeto de pesquisa
abaixo especificado, estdo de acordo com os principios éticos estabelecidos pelo
Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA) e exigéncias estabelecidas
em “Guide for the Care and Use of Experimental Animals (Canadian Council on
Animal Care)’.

CERTIFICATION

The Ethics Animal Experiment Committee of the Setor de Ciéncias Bioldgicas of
the Federal University of Parana, established by the DECREE N° 787/03-BL on June 11th
2003, based upon the RESOLUTION N° 01/03-BL from May 9th 2003, and upon the
CEUA internal regiment, CERTIFIES that the procedures using animals in the research
project specified below are in agreement with the ethical principals established by the
Experimental Animal Brazilian Council (COBEA), and with the requirements of the “Guide
for the Care and Use of Experimental Animals (Canadian Council on Animal Care)”.

PROCESSO: 23075.005157/2013-86 APROVADO: 18/04/2013 — R.O. 03/2013
TITULO: Efeito da (+) e (-) Carvona em modelos de depress&o e mania

AUTORES: Roberto Andreatini, Marcela Pereira, Francianne Poli Nogoceke, Isadora
Pozzetti Siba

DEPARTAMENTO: Farmacologia

Q@ k&g roka AU

Prof. Dy. Aleksander Roberto Zampronio
Coordenador da CEUA

46



