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RESUMO

QUARESMA-SANTOS, E.R. Oleos essenciais ricos em linalol (Aniba
rosaeodora, A. parviflora e Aeollanthus suaveolens) na Amazbnia e seus
efeitos neurocomportamentais em roedores. 2017, 76 f, Dissertacdao de
Mestrado, Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas, Universidade
Federal do Para, Belém, Para.

Os 6leos essenciais da Amazonia ricos em linalol, Aniba rosaeodora Ducke (pau-
rosa), Aniba parviflora (Meisn.) Mez (macacaporanga) e Aeollanthus suaveolens
Mart. ex Spreng (catinga-de-mulata) sdo capazes de interagir com o sistema nervoso
central (SNC). O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos neurocomportamentais
destes 6leos em roedores. Os Oleos foram extraidos e analisados quanto a
composicdo quimica, onde linalol foi o constituinte principal (pau-rosa, 88,6%;
macacaporanga, 45%; catinga-de-mulata, 49,3%). Linalol € um monoterpeno
oxigenado comumente encontrado em varios 6leos essenciais usados em perfumes
e fragrancias. Ratos Wistar machos receberam por via intraperitoneal os 6leos de
pau-rosa (doses de 3,5 e 35 mg/kg), macacaporanga (doses de 8,5 e 85 mg/kg),
catinga-de-mulata (doses de 7,5 e 75 mg/kg) e o padrao de linalol (30 mg/kg). Os
Oleos e o linalol foram administrados 30 minutos antes dos testes. Em seguida, os
animais foram avaliados nos testes do campo aberto, labirinto em cruz elevado,
splash, nado forcado e esquiva inibitéria. Os resultados mostraram que os 6leos de
pau-rosa, macacaporanga e catinga-de-mulata (na maior dose administrada), bem
como o padréo linalol, apresentam atividade do tipo antidepressiva. No teste splash,
houve reducéo significativa da laténcia para iniciar o comportamento de autolimpeza
e aumento do tempo de autolimpeza, com excecao para o 6leo de macacaporanga,
neste Ultimo parametro. No teste do nado for¢cado, houve reducdo significativa do
tempo de imobilidade dos animais. Os 6leos essenciais testados apresentaram
atividade antidepressiva devido a presenca do linalol, sem interferir na locomocao
espontanea e formagédo de memoria.

Palavras-chave: Saude mental; transtornos neuropsiquiatricos; atividade
antidepressiva; 0leos essenciais da Amazonia; linalol; testes neurocomportamentais.



ABSTRACT

QUARESMA-SANTOS, E.R. Essential oils rich in linalool (Aniba rosaeodora, A.
parviflora and Aeollanthus suaveolens) In the Amazon and its neurobehavioral
effects in rodents. 2017, 76 f, Master Degree Dissertation, Postgraduate Program in
Pharmaceutical Sciences, Universidade Federal do Para, Belém, Para.

Essential oils from the Amazon, rich in linalool (Aniba rosaeodora Ducke, rosewood;
A. parviflora (Meisn.) Mez, macacaporanga; and Aeollanthus suaveolens Mart. EXx
Spreng, catinga-de-mulata), are capable of interacting with the central nervous
system (CNS). The objective of this work was to evaluate the neurobehavioral effects
of these oils in rodents. The oils were extracted and analyzed for their chemical
composition, where the main constituent was linalool (rosewood, 88.6%;
macacaporanga, 45%; and catinga-de-mulata, 49.3%). Linalool is an oxygenated
monoterpene commonly found in various essential oils used in perfumes and
fragrances. The Male Wistar rats received by intraperitoneal the oils of rosewood
(doses of 3.5 and 35 mg/kg), macacaporanga (doses of 8.5 and 85 mg/kg), catinga-
de-mulata (doses of 7, 5 and 75 mg/kg) and the linalool standard (30 mg/kg). The oils
and linalool were administered 30 minutes prior to testing. Afterwards, the animals
were evaluated in the open field tests, high cross labyrinth, splash, forced swimming
and inhibitory avoidance. The results showed that rosewood, macacaporanga, and
catinga-de-mulata oils (at the highest dose administered), as well as the standard
linalool, have antidepressant-type activity. In the splash test, there was a significant
reduction in latency to initiate self-cleaning behavior and the increase self-cleaning
time, except for macacaporanga oil, in this last parameter. In the forced swim test,
there was a significant reduction in the immobility time of the animals. The oils tested
showed antidepressant activity due to the presence of linalool, without interfering with
spontaneous locomotion and memory formation.

Keywords: Mental health; neuropsychiatric disorders; antidepressant activity;
Amazon essential oils; linalool; neurobehavioral tests.
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1 INTRODUCAO

1.1 Saude mental

Os transtornos mentais e neuroldgicos sao prevalentes em todo o mundo e
sao os principais causadores de incapacidade, morbidade e mortalidade prematura.
Eles compreendem condicbes que impactam negativamente no humor,
comportamento, funcdo cerebral e cognicdo, interferindo na capacidade de
aprendizado das criancas e da funcionalidade dos adultos em suas familias,
trabalhos e sociedade (WHO, 2016). Doencas como depressao, esquizofrenia,
transtorno do panico, dependéncia de drogas e insdnia sdo exemplos de transtornos
mentais, enquanto que deméncia, epilepsia e esclerose multipla exemplificam
transtornos neurologicos. Ambos sdo também referidos como transtornos
neuropsiquiatricos (COLLINS et al. 2011).

O foco insuficiente nos cuidados basicos a saude mental, auséncia de
financiamento em programas de prevencdo e o estigma associado com essas
doencas sdo alguns dos fatores responsaveis pelo aumento no namero desses
transtornos. Estimativas mostram que, em duas décadas, essas doencas serdo as
maiores causadoras de incapacidade (CANADIAN INSTITUTE FOR HEALTH
INFORMATION, 2011). O envelhecimento populacional, uma tendéncia demografica
global que ira se intensificar durante o século XXI, € mais um fator importante para o
aumento da carga total das doencas neuropsiquiatricas (UNITED NATIONS, 2015).

Apesar de todo o impacto negativo, ainda existe uma grande lacuna entre a
carga total dessas doencas e os recursos disponiveis dos sistemas de saude. Cerca
de 45% da populacdo mundial vive em paises onde ha menos de um psiquiatra para
cada cem mil pessoas. Este dado € apenas um dentre varios necessarios para o
acesso de milhdes de pessoas aos servicos de saude. Nos paises em
desenvolvimento, a maioria das pessoas com depressao, deméncia, esquizofrenia,
transtornos de ansiedade, dependéncia de substancias, ndo recebem tratamento,
ainda que tradicional, como a utilizacdo de produtos naturais (WHO, 2016; UNITED
NATIONS, 2015).

Apesar disso, nos ultimos 50 anos a inovacao farmacéutica vem contribuindo
para a transformacao dos transtornos neuropsiquiatricos, de doencgas estigmatizadas

em condicles trataveis e curaveis, de pacientes que conseguem o0 acesso. Mesmo
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com este avango, estima-se que 700 milhdes de casos de transtornos mentais e
neurologicos sejam relatados anualmente, aproximadamente 13% das doengas
globais. Além disso, 150 milhdées de pessoas vivem com depressao, 25 milhdes com
esquizofrenia, 38 milhdes com epilepsia e 90 milhdes vivem com transtorno no
abuso de alguma substancia (WHO, 2011).

Os transtornos mentais sao responsaveis por cerca de um milhdo de
suicidios. Projeta-se que até 2030, o transtorno depressivo maior sera o lider desse
grupo de doencas em todo o mundo (WHO, 2011). A doenca de Alzheimer,
integrante do grupo de transtornos neuroldgicos, e que ainda ndo possui cura, afeta
36 milhdes de pessoas e tem como previsdo aumentar para 115 milhdes até 2050
(ALZHEIMER’S DISEASE INTERNATIONAL, 2011). Para os transtornos de
ansiedade, os estudos epidemiologicos sugerem que cerca de 25% da populacéo
sofrerd de ansiedade em algum momento de suas vidas por um periodo de
aproximadamente doze meses (KESSLER et al. 2005; BAXTER et al. 2014).

1.1.1 TRANSTORNOS DE ANSIEDADE

Os transtornos de ansiedade séo os distdrbios de saude mental mais comuns
ao redor do mundo, com uma prevaléncia na vida da populacdo mundial de até 29%.
E a sexta colocada no ranking das doencas que causam incapacidade, sem
apresentar alteracdes neste parametro desde 1990. Afetam negativamente o
funcionamento psicossocial, a saude fisica e mental, as relacdes sociais e familiares
e a qualidade de vida das pessoas (BAXTER et al. 2014; KESSLER et al. 2005;
GUSTAVSSON et al. 2011; WHO, 2000).

Os transtornos de ansiedade séo diferentes entre si, nos tipos de objetos ou
de situacbes que induzem medo, ansiedade ou comportamento de evitagcdo e na
ideia cognitiva associada. Eles séo classificados em transtorno de ansiedade de
separacdo, mutismo seletivo, fobia especifica, transtorno de ansiedade social (fobia
social), transtorno do péanico, especificador de ataques de panico, agorafobia,
transtorno de ansiedade generalizada, transtorno de ansiedade induzido por
medicacdo/substancia, transtorno de ansiedade devido a uma condicdo médica,
outro transtorno de ansiedade especificado e transtorno de ansiedade néo
especificado. Dessa maneira, podem ser classificados quanto ao tipo de situacéo

que é temida ou evitada e ao conteudo dos pensamentos associados (BARLOW,
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2002; KESSLER et al. 2007; KHAN, et al. 2002; AMERICAN PSYCHIATRIC
ASSOCIATION, 2013).

Esses transtornos, quando nao tratados, seguem um curso crénico, criando
imenso sofrimento pessoal, despesa publica consideravel, perda no tempo de
trabalho e mortalidade (RICCARDI; KORTE; SCHMIDT, 2016). E apesar da grande
prevaléncia, os transtornos de ansiedade sao frequentemente subdiagnosticados e
subtratados nos ambientes de atencao primaria e psiquiatrica, pois sdo, geralmente,
acompanhados de outras condicbes que mascaram 0s sintomas de ansiedade
(BROWN et al. 2001).

Quando os sintomas se iniciam precocemente, durante a infancia ou
adolescéncia, 0s mesmos sdo agravados e aumentam as chances do
desenvolvimento de outros disturbios. Assim, sdo considerados os fatores de risco
mais conhecidos, e também precursores da depressdo (BARLOW, 2002; KESSLER
et al. 2007; MEIER et al. 2015).

1.1.2 TRANSTORNOS DEPRESSIVOS

Os transtornos depressivos estdo entre 0s transtornos neuropsiquiatricos
mais prevalentes e sdo a segunda maior causa de incapacidade em todo o mundo,
especialmente em paises de renda média e alta (GLOBAL BURDEN OF DISEASE
STUDY COLLABORATORS, 2015; KESSLER et al. 2005). Estes transtornos
incluem o transtorno disruptivo da desregulagcdo do humor, transtorno depressivo
maior (incluindo episédio depressivo maior), transtorno depressivo persistente
(distimia), transtorno disférico pré-menstrual, transtorno depressivo induzido por
medicagao/substancia, transtorno depressivo devido a uma condigdo médica, outro
transtorno depressivo especificado e transtorno depressivo nao especificado
(AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013).

O humor triste, vazio ou irritavel € a caracteristica comum a todos esses
transtornos, os quais ainda podem ser acompanhados de alteragbes somaticas e
cognitivas, afetando a capacidade funcional dos acometidos. A diferenca basica
entre eles é o tempo de duracdo e a etiologia presumida (AMERICAN
PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013). A cura pode ser definida com a auséncia de
sinais e sintomas significativos por quatro meses ou mais, e é alcancada por

aproximadamente 70% das pessoas com algum tipo de transtorno depressivo em
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uma amostra da populagdo (AGOSTI, 2014; RHEBERGEN et al. 2011). A taxa de
recorréncia ocorre de acordo com o ambiente estudado. Em atendimento de saude
mental, até 85% dos pacientes apresentam episodios recorrentes em um periodo de
quinze anos, enquanto que 35% ocorrem na populacdo em geral (HARDEVELD et
al., 2010).

O transtorno depressivo maior € a condicao classica no grupo dos transtornos
depressivos. Ele € definido por sentimentos persistentes de tristeza e diminuicdo da
resposta a estimulos prazerosos, afetando a maneira de pensar, de sentir e do
comportamento, como um todo, das pessoas. Também pode ocorrer acompanhado
de sintomas somaticos, como insonia, falta de apetite e perda ou ganho de peso.
Caracteriza-se por episodios discretos que perduram por aproximadamente duas
semanas, envolvendo alteracbes claras no afeto, cognicdo, funcdes
neurovegetativas e remissbes entre episodios (BELMAKER e AGAM, 2008;
AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013).

A terapia farmacoldgica antidepressiva, a psicoterapia ou a combinacdo de
ambas séo os tratamentos mais utilizados e ambos demostraram ser eficazes no
combate a depressédo (LEICHSENRING et al. 2016). Entretanto, mais da metade dos
pacientes ndo conseguem remissao no inicio do tratamento com antidepressivo
(MRAZEK et al. 2014), e deste grupo, 30 a 50% né&o responde ao tratamento com
antidepressivos (MCINTYRE et al. 2014). A disfuncdo cognitiva € relatada como
sintoma central da depresséo. Ela tem se mostrado associada a piora nos resultados
funcionais e ao aumento das taxas de recidiva em pacientes com depresséo
(CONRADI et al. 2011; JAEGER et al. 2006; GODARD et al. 2012).

1.1.3 TRANSTORNOS NEUROCOGNITIVOS

Os transtornos neurocognitivos sdo sindromes que afetam a memoria, o
pensamento e 0 comportamento, incapacitando o individuo de entender, aprender,
lembrar, lidar com problemas e realizar tarefas cotidianas (AMERICAN
PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013; BELLO, 2009). Os transtornos iniciam com o
delirium, seguido pelas sindromes de transtorno neurocognitivo maior, transtorno
neurocognitivo leve e seus subtipos etiol6gicos. Estes subtipos sdo decorrentes da
doenca de Alzheimer, transtorno neurocognitivo vascular, corpos de Lewy, doenca

de Parkinson, devido ao transtorno neurocognitivo frontotemporal, lesdo cerebral
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traumatica, infeccdo por HIV, induzido por medicacdo/substancia, doenca de
Huntington, doencas por prion, por outra condicdo médica, multiplas etiologias e
também, ndo especificada (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013).

O termo “deméncia” é habitual para transtornos como as deméncias
degenerativas, que, geralmente, afetam os mais idosos, enquanto o termo
“transtorno neurocognitivo” é amplamente utilizado e preferido para as condi¢des
gue acometem 0s mais jovens, como a lesdo cerebral traumatica ou a infeccdo por
HIV (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013). A deméncia provoca a
perda da fungdo cognitiva, de forma suficiente, a impedir a independéncia do
individuo, afetando também os familiares, cuidadores e a sociedade como um todo.
O avancar da idade € o maior fator de risco, e o envelhecimento populacional prevé
o0 aumento do impacto mundial da deméncia (PRINCE et al. 2013). Estima-se que
46,8 milhdes de pessoas sejam acometidos por deméncia em todo o mundo, e a
expectativa € de aumento para 74,7 milhdes até 2030 e 131,5 milhdes em 2050
(ALZHEIMER'’S DISEASE INTERNATIONAL, 2015).

A doenca de Alzheimer € a forma mais comum de provocar deméncia. Ela se
caracteriza pela acumulagcdo patologica de placas neuriticas de beta-amiloide (A)
seguidas de profunda perda de memoéria e degeneracdo neuronal irreparavel,
originando deficiéncias neurolégicas (SERRANO-POZO et al. 2011; PARIHAR e
HEMNANI, 2004; GAUTHIER et al. 2005). A perda de memdéria de curta e longa
duracéo representa o principal comprometimento cognitivo da doenca de Alzheimer,
enquanto que a diminuicdo da capacidade fisica e alteracdes comportamentais
representam indicadores n&do cognitivos (GAUTHIER et al. 2005).

Nenhum dos medicamentos disponiveis no mercado, atualmente, para a
doenca retardam ou curam o dano e a destruicdo de neurdnios que a tornam fatal.
Os seis medicamentos aprovados pela Food and Drug Administration (FDA), dos
Estados Unidos, para o tratamento da doenca, apenas atenuam temporariamente os
sintomas pelo aumento da liberacdo de neurotransmissores. Além disso, a eficacia
dos medicamentos varia de pessoa para pessoa e possui um tempo limitado
(ALZHEIMER’S ASSOCIATION, 2017).

Com todo o quadro de prevaléncia, expectativa de aumento e impacto sobre a
morbidade e mortalidade dos acometidos, dos transtornos mentais e neuroldgicos, é
fundamental a pesquisa e descoberta de novos compostos capazes de interagir com

o SNC. Assim, os produtos naturais se tornam fonte promissora para a pesquisa e
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desenvolvimento de novos medicamentos que possam tratar e curar as doencas

neuropsiquiatricas.

1.2 Produtos naturais

Os produtos naturais sdo usados h& milénios para prevencdo de doencas e
cuidados com a saude. A histéria das civilizacbes oriental e ocidental € repleta de
registros da utilizacdo de produtos naturais. As civilizacdes antigas, chinesa, norte
africanas e indiana revelaram evidéncias para o uso de produtos de origem natural
na ocorréncia de varios tipos de doencas (NEWMAN e CRAGG, 2007). A utilizacédo
de plantas medicinais com potenciais acdes psicoativas, por exemplo, possui relatos
milenares, entre os quais, efeitos sobre a consciéncia, as emocdes e a cognicao.
(O'’KONOR e ROTH, 2005; QUINTANS-JUNIOR et al. 2008).

A diversidade de espécies de plantas, animais, microrganismos e organismos
marinhos resultam em uma enorme gama de metabdlitos secundarios, que
desempenham papel fundamental no processo de descoberta e desenvolvimento de
farmacos (GUO, 2017; ALBUQUERQUE e HANAZAKI, 2006). E as substancias
quimicas provenientes dessa diversidade, também tém sido usadas para tratar
doencas desde o inicio da medicina (LI JI et al. 2016). Além disso, a investigacao de
produtos naturais que atuam sobre o sistema nervoso auxilia a compreensdo das
bases neuroquimicas de muitas doencas (SOUSA et al. 2008).

Outro aspecto importante para o interesse por produtos naturais € o aumento
da utilizacdo de terapias alternativas e do seu uso terapéutico, especialmente dos
derivados de plantas. Isso se deve, principalmente, a fatores negativos relacionados
aos farmacos sintéticos. A ocorréncia de reacdes adversas e terapia ineficaz, o uso
incorreto ou abuso de medicamentos e um elevado percentual da populagcdo mundial
gue ndo tem acesso ao tratamento farmacoldgico convencional, sdo exemplos que
provocam essa tendéncia (RATES, 2001).

A dificuldade do acesso da populacdo a saude primaria, também gera a busca
pela utilizacdo de produtos de origem natural. Cerca de 80% da populagdo mundial,
principalmente de paises em desenvolvimento, depende da medicina tradicional
para suas necessidades basicas de salde. E aproximadamente 85% destes fazem
uso de plantas, suas preparacdes e seus constituintes (WHO, 2011).
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As plantas medicinais sdo as principais fontes de componentes que podem
ser usados na sintese e desenvolvimento de medicamentos, além de agroquimicos,
cosmeéticos e alimentos (SINGH, 2015; CRAGG e NEWMAN, 2013). Dessa forma,
produtos naturais derivados de plantas medicinais, como o0s 0leos essenciais, se
tornam alvos de pesquisas para o desenvolvimento de novos farmacos. Por sua
lipofilicidade, os constituintes dos 6leos essenciais atravessam facilmente a barreira
hematoencefalica, sendo capazes de interagir com o SNC através de varias vias,
sendo a inalacdo (BAGETTA et al. 2010), a administracdo intraperitoneal e oral as
mais comuns (ORAFIDIYA et al. 2004).

1.2.1 OLEOS ESSENCIAIS

Os Oleos essenciais sdo definidos como uma mistura complexa de
compostos, formados no citoplasma da célula vegetal e, geralmente, estdo
presentes na forma de goticulas entre elas. Sao volateis e aromaticos, compostos
por misturas de substancias odoriferas ou mistura de substancias odoriferas e
inodoras (SONWA, 2000). Sao obtidos de diferentes partes do material vegetal,
como flores, raizes, cascas, folhas, sementes, caule, frutos, e em certas espécies,
de toda a planta (HYLDGAARD et al. 2012). Sédo extraidos, principalmente, através
de técnicas de arraste a vapor, e por prensagem do pericarpo de frutos citricos
(SILVA-SANTOS et al. 2006).

Por séculos, eles tém sido utilizados na medicina tradicional, perfumaria,
industria de cosméticos e adicionados aos alimentos como temperos e ervas. A sua
aplicacéo inicial era na medicina tradicional, porém no século XIX, houve aumento
da sua utilizagdo como ingredientes de aroma e sabor. Posteriormente, este veio a
se tornar seu principal emprego. No entanto, a alta variabilidade de compostos
quimicos presentes em plantas aromaticas € um problema potencialmente grave
para a industria de perfumes. Por isso, pesquisas foram enfatizadas sobre os fatores
gue acarretam a essa variabilidade, que ndo sejam os estritamente genéticos, como
racas distintas da mesma espécie, clima, precipitacdo ou fatores de origem
geografica da espécie (EVANS, 2009; PREEDY, 2015).

Os Oleos essenciais sdo constituidos principalmente de mono e
sesquiterpenos e de fenilpropandides, metabdlitos secundarios que Ihes conferem
as caracteristicas organolépticas (SILVA-SANTOS et al. 2006). Os seus
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componentes majoritarios podem ser derivados de hidrocarbonetos ou compostos
oxigenados. Em um nuimero menor de espécie, 0s mesmos podem ser derivados de
compostos alifaticos ou aciclicos e em alguns casos, podem ter estruturas
aromaticas (PREEDY, 2015). Espécies da Amazobnia, produtoras de Oleos
essenciais, sao utilizadas na medicina tradicional, entre outras propriedades, por
seus efeitos sedativo, anticonvulsivante e antidepressivo. Dentre elas estdo a Aniba
rosaeodora Ducke (pau-rosa), a Aniba parviflora (Meisn.) Mez (macacaporanga) e a
Aeollanthus suaveolens Mart. ex Spreng (catinga-de-mulata) (ELISABETSKY et al.
1995; ELISABETSKY et al. 1999; PRICE e PRICE, 1999; LAWLESS, 2002).

1.3 Oleos essenciais na Amazonia ricos em linalol

1.3.1 PAU-ROSA

O género Aniba é constituido por 41 espécies neotropicais pertencentes a
familia Lauraceae e ocorrem na América central e América do Sul. Destas, 27
espécies estao distribuidas em territério brasileiro (MABBERLEY, 1990). As espécies
do género Aniba destacam-se pelo alto valor econémico que possuem, devido ao
Oleo essencial, encontrado em grande quantidade, principalmente no lenho
(MARQUES, 2001). Ap6s séculos de exploracdo desordenada na regido amazonica
e o0 grande interesse comercial que o género desperta, varias espécies do género
estdo em extingdo ou proximas dela, como a Aniba rosaeodora Ducke (figura 1)
(ALCANTARA et al. 2010).
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Figura 1: Aniba rosaeodora Ducke (pau-rosa)
FONTE: Preedy (2015).

A espécie possui 0s nomes vernaculos: pau-rosa, pau-rosa-itatuba, pau-rosa-
mulatinho, pau-rosa-imbauba (Brasil); bois de rose femelle (Guiana Francesa e
Franca); cara-cara (Guiana); enclit rosenhout (Suriname) e rosewood (Estados
Unidos e Inglaterra). Ela é também, frequentemente, denominada como o verdadeiro
pau-rosa, na regiao amazoénica (SUDAM, 1972; OHASHI e ROSA, 1977; SAMPAIO
et al. 2003).

O pau-rosa € uma arvore perene que ocorre predominantemente em areas de
terra firme, possui uma distribuicdo geografica ampla, sendo encontrado em toda a
bacia amazbnica, nos estados brasileiros do Acre, Amapa, Amazonas, Par4,
Roraima, e nas por¢cdes amazobnicas da Guiana, Venezuela, Peru e Colémbia
(DUCKE, 1938; SUDAM, 1972). Caracteriza-se por ser de grande porte, podendo
atingir 30 metros de altura por 2 metros de diametro, possui tronco reto e cilindrico e
uma casca pardo-amarelada ou avermelhada, que se desprende facilmente em
grandes placas. Ocupa o dossel intermediario ou superior da floresta, com sua copa
estreita ou ovalada (KUBITZKI e RENNER, 1982). A floracdo ocorre de outubro a
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fevereiro e a frutificacdo de novembro a marco, periodo em que muda suas folhas
(MAGALHAES e ALENCAR, 1979).

A arvore possui grande importancia econdmica no mercado internacional,
principalmente para a indastria de cosmeéticos, devido a extracdo do seu Oleo
essencial, constituido majoritariamente por linalol (80-97%), utilizado como fixador
de perfumes. Apesar de o linalol estar presente em todas as partes da arvore, o 6leo
essencial é basicamente extraido da madeira (GOTTILIEB et al. 1964; ARAUJO et
al. 1971; LAWLESS, 2002; LETIZIA et al. 2003). Nos ultimos 30 anos, as
exportacdes do Oleo de pau-rosa tém sofrido declinio. Varios motivos contribuem
para a diminuicdo, como fontes vegetais em estado de exaustdo, altos custos de
logistica e producéo, regulamentacdes governamentais mais rigorosas € o comercio
do linalol sintético produzido pela industria (MAIA et al. 2007).

Diversos usos etnofarmacol6gicos sao atribuidos ao 6leo essencial de pau-
rosa (OEPR), como acdo analgésica, antimicrobiana, antisséptica, bactericida,
anticonvulsivante, antidepressiva, afrodisiaca, regenerador de tecidos, tonica e
contra a insénia (PRICE e PRICE, 1999; LAWLESS, 2002). Com base nos relatos da
utilizacdo do 6leo pela medicina tradicional foram realizadas pesquisas a respeito
das suas atividades bioldgicas. Foi relatado que o OEPR induziu sedacéo e atuou na
inibicdo do potencial de acdo composto em roedores (ALMEIDA et al. 2009) e na
inibicdo da adenilato-ciclase na retina de pinto (SAMPAIO et al. 2012).
Posteriormente, foi relatado que o 6leo essencial, rico em linalol, induz bradicardia
vaso-vagal e reflexo depressor em ratos (SIQUEIRA et al. 2013).

Estudos investigaram outras atividades biolégicas atribuidas ao OEPR, como
potencial acdo anticancerigena, na inducdo seletiva de apoptose em células pré-
cancerosas e cancerosas de pele (SOEUR et al. 2011) e as atividades
antimicrobianas contra Acinetobacter baumannii, Aeromonas veronii, Candida
albicans, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, Edwardsiella tarda,
Salmonella enterica subsp. enterica sorotipo typhimurium, Serratia marcescens,
Staphylococcus aureus e Enterobacter aerogenes (LOBATO et al. 1989; HAMMER
et al. 1999). Outra espécie do género Aniba, rica em linalol, e também muito utilizada

na medicina tradicional, € a Aniba parviflora (Meisn.) Mez.
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1.3.2 MACACAPORANGA

A espécie Aniba parviflora (Meisn.) Mez (figura 2), de sinonimia Aniba
fragrans Ducke (KUBITZKI e RENNER, 1982), € conhecida popularmente no estado
do Para como macacaporanga ou louro rosa e louro amarelo no Amazonas. A
espécie pertence a familia Lauraceae e é caracteristica de floresta pluvial, solos
argilosos e nao inundaveis, sendo uma planta aromatica nativa da Amazonia. Na
floresta Amazoénica ocidental € encontrada proxima a igarapés, distribuida nas
regibes de Santarém, Faro e médio rio Tapajos (REVILLA, 2002; MATTOSO, 2005).

P,

Figura 2: Aniba parviflora (Meisn.) Mez (macacaporahga)
FONTE: Preedy (2015).

A arvore da macacaporanga € muito assemelhada a arvore do pau-rosa, por
este motivo é considerada botanicamente (taxonomia) vizinha a ele. Dessa forma, as
espécies sdo, frequentemente, confundidas pela grande semelhanca de suas folhas
e frutos. E apesar de conter linalol como composto majoritario, o 6leo essencial de
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macacaporanga (OEMP) tem fragrancia bem diferenciada (MATTOSO, 2005). O seu
6leo tem menor teor de linalol, varia de 32% a 40% (MAIA et al. 2001).

E uma arvore de médio porte e sua morfologia é caracterizada por tronco
pardo-amarelo, folhas coriaceas, inflorescéncia lateral de até 2,5 centimetros, flores
pequenas, multifloral e frutos com drupa cupulada, do tipo baga, contendo apenas
uma semente por fruto, cor vinho-escuro quando maduro (SILVEIRA et al. 2008). Os
ramos e a madeira da arvore sdo secos e transformados em pé, para assim serem
usados como sachés aromatizantes (CORREA, 1974) e em “banhos de cheiro”
(RODRIGUES, 1989).

Alguns estudos sobre as atividades biologicas da macacaporanga foram
realizados. A analise do OEMP por cromatografia gasosa bidimensional acoplada a
espectrometria de massa quadrupolar de rapida varredura, identificou a presenca de
87 componentes (TRANCHIDA et al. 2008). Paredes et al. (2014) avaliou o perfil
fitoquimico da espécie e, posteriormente, constatou que ela possui atividade
antioxidante. Ensaios farmacolégicos confirmaram a atividade antimicrobiana do
OEMP (SARRAZIN et al. 2016). E o extrato aquoso da planta apresentou atividade
anti-hemorragica contra o veneno de cobra (Bothrops jararaca) (MOURA, 2010). A
proxima espécie, que pertence ao género Aeollanthus, é a Aeollanthus suaveolens

Mart. ex Spreng.

1.3.3 CATINGA-DE-MULATA

Aeollanthus suaveolens Mart. ex Spreng (figura 3) € uma espécie aromatica
pertencente a familia Lamiaceae. Apresenta odor forte e caracteristico, sendo nativa
do sul do continente africano, mas naturalizada no Brasil. A espécie é uma erva
anual bem estabelecida na Amazonia brasileira, muito utilizada na medicina
tradicional por seus efeitos sedativos e anticonvulsivantes. Ela também é utilizada no
folclore para a ornamentacgdo de varios rituais afro-religiosos (ELISABETSKY et al.
1995; ELISABETSKY et al. 1999; TUCKER et al. 2001), e em perfumes caseiros
(OLIVEIRA et al. 2004).
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Figura 3: Aeollanthus suaveorens Mart. ex Spreng (catiga-de-mulata)
FONTE: Profa. Rosa Mourdo, UFOPA/Santarém.

A espécie possui diferentes nhomes populares, de acordo com cada regiao.
Nos estados do Para, Amapa e Maranhdo, ela € vulgarmente conhecida como
catinga-de-mulata. Nos estados do Rio Grande do Norte e Pernambuco como
macassa e no Rio de Janeiro a conhecem por manjericdo miudo ou chegadinha
(MAIA et al. 2003). Quanto ao seu uso pela medicina tradicional, o cha ou o sumo da
folha € usado no combate a gripe, febre, dor de ouvido, dor de cabeca, derrame,
estados convulsivos, e também é utilizado para obter sedacao (SOUZA et al. 1996;
OLIVEIRA et al. 2004).

Devido a importancia da planta para a medicina tradicional e como fragrancia,
diversos estudos foram realizados. Estudo revelou que o pB-farneseno (27,6%), linalol
(26,7%) e a od-decen-2-lactona (26,6%) foram o0s componentes majoritarios
encontrados no 6leo essencial de Catinga-de-Mulata (OECM) (SOUSA et al. 2003).
Os resultados observados na andlise toxicolégica da planta sugerem uma baixa
toxicidade do seu 6leo essencial (SOUSA et al. 2003). A atividade antimicrobiana do
oleo foi comprovada, o mesmo foi ativo contra todos os microrganismos testados,

com énfase a concentracdo inibitéria minima (1,25 mg/ml) observada contra a
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bactéria Escherichia coli e o fungo Cryptococcus neoformans (SIMIONATTO et al.
2007).

Estudos fitoquimicos monitorados farmacologicamente revelaram que o
OECM ¢é o responsavel por inibir as convulsdes induzidas por metrazol (PTZ) em
camundongos (SOUZA et al. 1996). A atividade anticonvulsivante de lactonas
detectadas na espécie foi avaliada em camundongos, contudo a y-decalactona
apresentou atividade sedativa (SOUZA et al. 1997). O extrato hidroalcoodlico
apresentou potente atividade analgésica e anti-inflamatéria em camundongos
(LOTUFO et al. 2004). E em estudo recente, o OECM mostrou atividade
antimicrobiana, pouca atividade antioxidante e alta atividade citotoxica (MARTINS et
al. 2016). A variabilidade de compostos presentes nos Oleos essenciais da
Amazobnia lhes confere diversas propriedades biolégicas. O composto majoritario
dos 6leos essenciais de pau-rosa, macacaporanga e catinga-de-mulata e que possui
diversas atividades biolégicas, entre elas, atividades sobre o SNC, € o linalol.

1.3.4 LINALOL

O linalol (3,7-dimethyl-1,6-octadien-3-ol) (figura 4) € um monoterpeno aciclico,
alcool terciario e constituinte volatil majoritario de 6leos essenciais de diversas
espécies de plantas aromaticas. Ele representa cerca de 70% do total de
terpendides de plantas aromaticas (STASHENKO e MARTINEZ, 2008). Por conta
das propriedades quirais do carbono terciario hidroxilado, dois enantibmeros
ocorrem na natureza, o (3S)-(+)-linalol (coriandrol) e o (3R)-(-)-linalol (licareol). Estes
enantibmeros apresentam diferentes fragrancias. O coriandrol é relatado como
sendo doce, floral e herbaceo, enquanto o licareol tem um aroma do tipo lavanda
(BONNLANDER et al. 2006; CSEKE et al. 2007).

= X
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Figura 4: Linalol
FONTE: Lapczynski et al. (2008).
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O linalol se destaca internacionalmente, principalmente nos ramos de
cosmeéticos e de fragrancias, por ser um ingrediente com bouquet floral e um
constituinte de perfumes. Dessa forma, com destaque para o produto de origem
sintética, ele € encontrado em 60% a 90% dos produtos cosméticos, como xampus,
logcbes corporais, sabonetes, cremes e desodorantes. Ele também é adicionado a
detergentes domésticos, a produtos de cuidado com moveis e ceras, além de ser
adicionado a bebidas e alimentos processados como um agente de sabor e
fragrancia. Na industria, € um intermediario importante na sintese de vitamina E,
além de ser usado para a producdo de vitamina A. O consumo mundial anual de
excede mil toneladas (CAL e KRZYZANIAK, 2006; LAPCZYNSKI et al. 2008).

Muitas espécies, ricas em linalol, sdo utilizadas na medicina tradicional para
aliviar sintomas de diversas enfermidades (ELISABETSKY et al. 1995; JIA et al.
1999). Por conta do uso tradicional, varios pesquisadores investigaram e relataram
suas atividades biolégicas, como anticonvulsivante em modelos de convulsédo
relacionado com o glutamato (ELISABETSKY et al. 1995 ELISABETSKY et al.
1999), anti-inflamatoéria (PEANA et al. 2002) e inducgéo de antinocicepgéo (PEANA et
al. 2003; PEANA et al. 2004).

Outros pesquisadores verificaram que em voluntarios humanos saudaveis, a
administracdo transdérmica de linalol induziu um decréscimo na pressao sanguinea
sistdlica e uma pequena queda da temperatura da pele, sem efeitos no bem-estar
subjetivo (HEUBERGUER et al. 2004). Além disso, a sua inalacdo, mesmo em seres
humanos, apresentou diminuicdo da frequéncia cardiaca e da atividade aumentada
do nervo vagal (KURODA et al. 2005) e acéo sedativa (SUGAWARA et al. 1998). Ele
também inibiu a formag&o de 6xido nitrico in vitro (PEANA et al. 2006). A atividade
de espécies ricas em linalol sobre SNC indicam que este composto pode ser capaz
de tratar transtornos neuropsiquiatricos.

As doencas que afetam o SNC surgem aos poucos e varias ainda nao
possuem cura. Elas cerceiam o ser humano de sua liberdade e comprometem
funcdes importantes do organismo. Dessa forma, € fundamental a busca por novos
insumos que possam tratar satisfatoriamente o paciente, melhorando sua qualidade
de vida. As atividades dos 06leos essenciais, ricos em linalol, de pau-rosa,
macacaporanga e catinga-de-mulata sobre o SNC, os apontam como provaveis
fontes de compostos capazes de interagir com vias das desordens

neurodegenerativas e comportamentais. Considerando a relevancia e o impacto



29

social apresentado por essas doencas e 0 pouco conhecimento que existe sobre 0s
Oleos essenciais da Amazonia, estudos que explorem os seus efeitos sobre 0 SNC
sdo de extrema importancia para fomentar o conhecimento e para uma possivel

descoberta de novos medicamentos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos neurocomportamentais dos 6leos essenciais de pau-rosa,

macacaporanga, catinga-de-mulata e do padréo do linalol em roedores.

2.2 Objetivos especificos

e Obter os 6leos essenciais e analisar suas composi¢des quimicas;

e Auvaliar os efeitos dos 6leos essenciais e do linalol isolado sobre a locomocao
espontanea dos animais no teste do campo aberto;

e Avaliar os efeitos dos Oleos essenciais e do linalol isolado sobre a
emocionalidade (comportamento do tipo ansiolitico) dos animais nos testes
campo aberto e labirinto em cruz elevado;

e Avaliar os efeitos dos 6leos essenciais e do linalol em comportamentos do
tipo anedonia e depressivo nos testes splash e nado for¢cado;

e Avaliar os efeitos dos Oleos essenciais e do linalol na memdéria de curta

duracao dos animais no teste da esquiva inibitoria.
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3 METODOLOGIA

3.1 Material vegetal

As amostras de partes aéreas (folhas e caules finos) de Aniba rosaeodora
Ducke e Aniba parviflora (Meisn.) Mez foram coletadas durante o manejo das
espécies no plantio experimental localizado na fazenda Curua (Pematec Co.), entre
julho e novembro de 2009. A fazenda esta localizada na estrada Curua-Uma,
municipio de Santarém, estado do Para, Brasil, com as coordenadas 2°33'45.68 S e
54°37'00.37 W. Ambas as espécies foram depositadas no herbario da
EMBRAPA/PA, sob os numeros IAN 184.529 e IAN 184.897, respectivamente. As
amostras de Aeollanthus suaveolens Mart. ex Spreng foram adquiridas no mercado
do Ver-o-peso da cidade de Belém, estado do Para, Brasil. A planta foi identificada
no herbario do Museu Paraense Emilio Goeldi, em comparacdo com espécies
vouchers auténticos, sob o nimero MG 205691.

3.2 Extracao dos 6leos essenciais

As partes aéreas das plantas foram secas durante 48 horas, moidas e
submetidas a hidrodestilacdo utilizando aparelho do tipo Clevenger (100 g, 3 h). Os
Oleos foram secos com sulfato de sédio anidro e os seus contetdos percentuais
foram calculados com base no peso seco da planta. A umidade das amostras foi
calculada usando uma balanca com medicdo de umidade por infravermelho. Os
Oleos foram mantidos em frascos @mbar e armazenados a 5° C, antes da anélise de
cromatografia gasosa e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas

e dos testes farmacologicos.

3.3 Andlise e identificacdo dos componentes

Os oOleos foram analisados em um CG-MS Thermo Focus DSQ Il, sob as
seguintes condi¢des: Coluna capilar de silica fundida, tipo DB-5 ms (30 m x 0,25
mm, espessura de filme 0,25 um); temperatura programada: 60-240° C (3° C/min);
Temperatura do injetor: 250° C; gas de arraste: hélio, ajustado a uma velocidade

linear de 32 cm/s (100° C); Tipo de injecao: splitless (2 ul de uma solucdo 1:1000
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hexano); o fluxo dividido foi ajustado para se obter uma proporcéo de 20:1; septo de
varrimento foi constante (10 ml/min); EIMS: energia de elétrons, 70 eV, temperatura
de origem de ion e partes de conexdo: 200° C. Os dados quantitativos sobre os
constituintes volateis foram obtidos por normalizacdo de area de pico utilizando um
GC-FID Thermo Focus operado sob condi¢cdes semelhantes para o CG-MS, exceto
para o gas de arraste, que foi nitrogénio. O indice de retencao foi calculado para
todos os componentes volateis, utilizando uma série homoéloga de n-alcanos (C8-
C40, Sigma/Aldrich). Os componentes individuais foram identificados por
comparacao do espectro de massa e os dados do indice de retengcdo do GC com
compostos auténticos que foram anteriormente analisados e armazenados numa
biblioteca particular, bem como com o auxilio de bibliotecas comerciais contendo
indices de retencdo e espectros de massa dos compostos volateis comumente

encontrados nos 6leos essenciais.

3.4 Animais de experimentacao

Antes da execuc&o, o projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa
com Animais de Experimentacdo (CEPAE), da Universidade Federal do Para, e
obedecendo as normas estabelecidas por Guias de Cuidado e Uso de Animais
Laboratoriais (COMMITTEE FOR THE UPDATE OF THE GUIDE FOR THE CARE
AND USE OF LABORATORY ANIMALS, 2011), com aprovac¢ao sob o niamero 67-
2015.

Foram utilizados Ratos Wistar (Rattus novergicus), machos (n=98), obtidos do
Biotério da Universidade Federal do Para. Os animais foram mantidos no biotério da
Faculdade de Farmécia, em condicdes padronizadas de temperatura (25°C),
exaustéo de ar e ciclo de luz claro/escuro de 12 horas (06:00 — 18:00h). Os animais
foram mantidos com racdo peletizada e 4gua ad libitum em caixas de polipropileno
(50 x 35 x 15 cm) forradas com maravalha e com grades metélicas, em grupos de 5
animais por caixa para evitar estresse por isolamento.

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Farmacologia da
Inflamacéo e do Comportamento (LAFICO), da Faculdade de Farmacia, do Instituto
de Ciéncias da Saude, da Universidade Federal do Para. Os animais foram levados
para o local dos testes com uma hora de antecedéncia para aclimatacédo e
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ambientacdo. Os testes comportamentais ndo excederam o horéario de 18:00h para

nao comprometer os resultados, por conta do ciclo circadiano dos animais.

3.5 Tratamento farmacoldgico

e Grupo 01. animais submetidos aos testes comportamentais apos
administrac@o intraperitoneal (i.p.) de veiculo (Tween 80 a 1% em solugéo
salina 0,9%): 10 animais;

e Grupo 02: animais submetidos aos testes comportamentais apoés
administracdo i.p. do 6leo de pau-rosa (3,5 mg/kg): 6 animais;

e Grupo 03: animais submetidos aos testes comportamentais apoés
administracdo i.p. do 6leo de pau-rosa (35 mg/kg): 10 animais;

e Grupo 04: animais submetidos aos testes comportamentais apdés
administracao i.p. do 6leo de macacaporanga (8,5 mg/kg): 6 animais;

e Grupo 05: animais submetidos aos testes comportamentais apés
administracao i.p. do 6leo de macacaporanga (85 mg/kg): 10 animais;

e Grupo 06: animais submetidos aos testes comportamentais apos
administracéo i.p. do 6leo de catinga-de-mulata (7,5 mg/kg): 6 animais;

e Grupo 07: animais submetidos aos testes comportamentais apoés
administracdo i.p. do 6leo de catinga-de-mulata (75 mg/kg): 10 animais;

e Grupo 08: animais submetidos aos testes comportamentais apdés
administracdo i.p. de linalol (Linalol 97% Sigma-Aldrich) (30 mg/kg): 10
animais;

e Grupo 09: animais submetidos aos testes comportamentais apés
administracao i.p. de diazepam (DZP) (7-Cloro-1-metil-5-fenil-1,3-diidro-2H-
1,4-benzodiazepin-2-ona) (1 mg/kg): 10 animais;

e Grupo 10: animais submetidos aos testes comportamentais apoés
administracdo i.p. de fluoxetina (FXT) (n-Metil-3-fenil-3-[4-(trifluorometil)
fendxi]-propan-1-amina hidrocloreto) (10 mg/kg): 10 animais;

e Grupo 11: animais submetidos aos testes comportamentais apoés

administracao i.p. de cafeina (1,3,7-Trimetilxantina) (10 mg/kg): 10 animais.

A maior dose de 6leo essencial utilizada (35 mg/kg de OEPR, 85 mg/kg de
OEMP e 75 mg/kg de OECM) foi definida a partir de 10% da DLso de linalol via
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injecdo i.p. (em salina com Tween 80) para ratos (DLsp de 307 mg/kg)
(ATANASSOVA-SHOPOVA et al. 1973). A menor dose foi calculada a partir de 10%
da maior dose. Posteriormente, as densidades dos 6leos e o peso médio dos
animais por grupo foram verificados. Assim, os calculos do volume de 6leo e veiculo

puderam ser realizados.

Dose= 10% da DLsp x 100%/média de linalol (%) (2)
Densidade= massa/volume inicial (2)
Vol. éleo 1 animal= volume inicial x peso médio/ 100% (3)
Vol. 6leo grupo= vol. 6leo 1 animal x n® de animais 4)
Vol. sol. final= 0,1(ml) x peso total do grupo/100 (g) (5)
Vol. Tween 80= vol. sol. final x 1%/100% (6)
Vol. Salina= vol. sol. final — vol. 6leo — vol. Tween 80 (7

3.6 Ensaios comportamentais

3.6.1 TESTE DO CAMPO ABERTO

Neste estudo foi utilizada um aparato conhecido como campo aberto (TCA)
(figura 5), proposto para avaliar a emocionalidade do animal, adaptado de Zeef et al.
(2012), e bastante usado para avaliar o comportamento animal sob o efeito de
drogas, de manipulacbes genéticas e ambiental (ARCHER, 1973). A
emocionalidade/ansiedade € avaliada no TCA, assim como a atividade de
locomocgéo espontanea (BADISHTOV et al. 1995). A metodologia do teste consistiu
em mensurar 0S comportamentos apresentados por um animal em um espacgo
aberto, que represente novidade para ele e do qual ndo consegue fugir, por
existirem paredes ao redor deste espaco. Este modelo permite avaliar tanto medidas
de exploracdo, como locomocéo, levantamento e farejamento, quanto medidas

aversivas, como defecacao, micgao e congelamento (NAHAS, 2001).
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Figura 5: Aparato do campo aberto
FONTE: Belém Filho (2015).

O campo aberto pode variar no tamanho, na forma (quadrado, retangular ou
circular) e nos tipos de resposta a serem avaliadas. Dessa forma, o teste pode ser
utilizado tanto para avaliar o comportamento do animal mediante uma situacdo de
novidade, como para avaliar efeitos de drogas, de lesdes, estimulacdo elétrica do
SNC, habituacdo, bem como a aprendizagem e atividade locomotora, em respostas
ao ambiente experimental (AGUIAR, 1995).

Para este teste, foi utilizada uma arena em madeira (100 x 100 x 40 cm),
pintada com tinta ndo permeavel. Inicialmente os animais foram colocados
individualmente no quadrante central do campo aberto e a ele foi permitido o livre
deslocamento dentro do aparato por 5 minutos. Os animais foram filmados através
de filmadora posicionada acima da arena. Foram contabilizados o numero de
guadrantes totais cruzados (locomocéo total) e os quadrantes centrais cruzados, de
acordo com o protocolo de Pandolfo et al. (2007) e Walsh e Cummins (1976). N&ao
se considerou locomoc¢éo, quando o animal colocava uma, duas ou trés patas em
um dos quadrantes com retorno ao quadrante inicial. A avaliagdo dos padrdes
comportamentais foi realizada automaticamente pelo sistema de monitoramento de
video ANY-maze®, versao 4.99 (STOELTING CO., USA).

3.6.2 TESTE DO LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO
O labirinto em cruz elevado (LCE) (figura 6) € um modelo animal de

ansiedade de respostas incondicionadas (HANDLEY e MITHANI, 1984). Perfis de

ansiedade provocados no LCE incluem elementos como neofobia, exploracdo e
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conflito de aproximacgdo/esquiva, assim, o aparato é frequentemente referido como
um modelo comportamental de resposta incondicionado de conflito espontaneo
(HOGG, 1996; RODGERS e DALVI, 1997; WALL e MESSIER, 2001).

Figura 6: Aparato do labirinto em cruz elevado
FONTE: Belém Filho (2015).

Portanto, o LCE é um teste de conflito baseado na etologia do animal, entre
aproximacdo e esquiva. Ele € um teste sensivel ao tratamento com medicamentos
ansioliticos (PELLOW e FILE, 1986; CRUZ; FREI;, GRAEFF, 1994). Os ratos
possuem preferéncia por locais escuros, fechados e pequenos, em contraponto a
um local amplo, aberto e iluminado. Porém, ainda assim, mantém o comportamento
altamente exploratério (KARL; PABST; VON HORSTEN, 2003). Os bragos abertos e
fechados geram atividade exploratéria do animal e evitar os bracos abertos indica
intensidade de comportamento do tipo ansioso (LISTER, 1987; HOGG, 1996).

O LCE é um aparato elevado do chéo, a uma altura de 50 centimetros,
constituido de duas passarelas em forma de cruz simétrica, tendo dois bragos
opostos fechados por paredes laterais, e outros dois bragos opostos abertos.
Inicialmente, o animal foi colocado no aparelho com a face voltada para um dos
bracos fechados, e foi submetido ao teste por 5 minutos. Comportamentos do tipo
ansioliticos e ansiogénicos podem ser mensurados pelo percentual do tempo gasto
e pelo percentual de entradas nos bracos abertos (PELLOW e FILE, 1986; HOGG,
1996). O numero de entradas nos bracos fechados reflete a atividade motora geral
(PELLOW e FILE, 1986). Aléem disso, o movimento de mergulhar a cabeca sobre as
bordas dos bracos abertos, a avaliagdo de risco, o grooming e os bolos fecais
também podem ser registrados (KARL; PABST; VON HORSTEN, 2003).
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Para a analise comportamental, a sessdo foi registrada e os parametros
namero de entradas nos bragos abertos (NEBA) e fechados (NEBF) e o tempo de
permanéncia dos animais nos bracos abertos (TBA) foram analisados. A avaliacao
dos padrdes comportamentais foi realizada automaticamente pelo sistema de
monitoramento de video ANY-maze®, versao 4.99 (STOELTING CO., USA).

3.6.3 TESTE SPLASH

O teste foi realizado de acordo com o proposto por Isingrini et al. (2010), com
modificacdes (FREITAS et al. 2013). O teste splash (figura 7) € um modelo
farmacologicamente validado, no qual o animal apresenta um comportamento
motivacional (comportamento de autolimpeza), que é oposto a alguns sintomas de

depresséo, tal como o comportamento apatico (WILLNER, 2005).

,‘Q

Figura 7: Teste splash
FONTE: Belém Filho (2015).

O teste consiste em esguichar solugcéo de sacarose a 10% na pelagem que
reveste o dorso do animal, o qual foi colocado, de maneira individual, em caixa de
acrilico (9 x 7 x 11cm). Devido a viscosidade da solucdo de sacarose, a qual suja a
pele do animal, este inicia 0 comportamento de autolimpeza. Apds a aplicacdo da
solucdo de sacarose, foi registrado o tempo de laténcia para autolimpeza e o tempo
de autolimpeza, manualmente, durante 5 minutos, como um indice de autocuidado e

comportamento motivacional.
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3.6.4 TESTE DO NADO FORCADO

O teste do nado forcado (TNF) (figura 8) foi executado de acordo com o
proposto por Porsolt, Le Pichon e Jalfre (1977). Neste teste, o animal é colocado em
um cilindro com &gua suficiente para que ndo possa apoiar-se no fundo. Dessa
forma, o nado constitui um estressor intenso que ndo pode ser controlado.
Inicialmente, o animal apresenta intenso nado e tentativas de escalada com
perspectiva de fuga eminente, porém com a impossibilidade, os animais passam a
apresentar um tipico comportamento de imobilidade, que sdo simples movimentos

suficientes para manter o animal flutuando.

IMOBILIDADE NADO ESCALADA
— — —

—

40 cm

Figura 8: Teste do nado forcado
FONTE: Modificado de Cryan, Markou e Lucki (2002).

Este teste é conhecido como 0 modelo do “desespero comportamental”. Em
animais com comportamento do tipo depressivo, o tempo de imobilidade tende a ser
maior. Esse periodo de imobilidade € acompanhado de hipotermia e se prolonga por
30 minutos apos o teste. O animal, também pode apresentar comportamento de
apatia, principalmente os que tenham desistido de fugir do ambiente, caracterizando
o estado do tipo depressivo (PORSOLT; LE PICHON; JALFRE, 1977; CRYAN;
MARKOU; LUCKI, 2002). O TNF acompanha alteracbes de neurotransmissores que
podem ajudar na elucidagao da etiologia da depressao, assim como colaborar para o
desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas ou farmacos.

Os animais foram submetidos ao teste de maneira individual, sendo
colocados no cilindro de vidro (50 cm de altura por 30 cm de diametro) com uma
coluna de agua de 40 cm, a uma temperatura de 23 + 1°C. Os animais ficaram no
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teste por 5 minutos, sendo que os dois primeiros minutos foram de reconhecimento
do ambiente como aversivo. Dessa forma, foram contabilizados o tempo de
imobilidade e o nimero de escaladas nos 3 minutos finais do teste. Os animais
foram retirados do nado e secos com auxilio de flanelas e, posteriormente,

colocados na gaiola com maravalha.

3.6.5 TESTE DA ESQUIVA INIBITORIA

Este teste baseia-se em um modelo de aprendizado e memaria, que utiliza
estimulo aversivo como fator para a obtencdo da resposta comportamental
(IZQUIERDO et al. 1998; MAIA et al. 2009). A esquiva inibitoria (figura 9) é um
modelo de condicionamento ao medo, que envolve estimulo condicionado e néo
condicionado. A plataforma representa o estimulo condicionado e o choque aplicado
ao animal, guando o mesmo desce da plataforma com as quatro patas, é o estimulo
nao condicionado, determinado pelo tempo de laténcia de descida da area segura
(CAMMAROTA et al. 2004).

DMNNNRE

Figura 9: Aparato da esquiva inibitéria
FONTE: Belém Filho (2015).

O teste ocorre em um equipamento do tipo Step Down (INSIGHT®, EP 104R),
que consiste em uma caixa em aluminio de 2 mm, com pintura epoxi de alto
impacto, na cor bege claro, que possui no chdo barras paralelas de aco inoxidavel
com espacamento de 12,5 mm e &rea interna (200 x 75mm), porta superior e frente
em acrilico transparente, além de uma bandeja coletora de urina e bolos fecais.

O protocolo experimental foi aplicado por dois dias. No primeiro dia foi

realizada a habituagdo dos animais ao equipamento, durante 300 segundos. No
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segundo dia, os animais foram colocados, individualmente, na plataforma segura
com a face virada de maneira oposta ao observador. No momento que o animal
descia a plataforma com as quatro patas na grade, um choque de 0,4 YA durante 1
segundo, era aplicado no mesmo e, imediatamente, era retirado do equipamento.
Esta etapa correspondeu a linha de base 1 (LB1). Para a avaliacdo da memoria de
curta duracao, foi considerada a linha de base 2 (LB2), a qual foi avaliada 1,5h apd6s
a LB1. O tempo de permanéncia do animal na plataforma indica retencédo de

memoria, sendo o tempo maximo de descida padronizado em 180 segundos.

N i? 'O
f ‘\ Al 30 min. J aTj- —_
A .\ = ;f-ﬂi e i,
\\\ ’——__5
. Ambientacdo
M LY e qﬁ\'\

24 horas 90 min.

Treinamento

Figura 10: Desenho experimental dos testes comportamentais
FONTE: Modificado de Belém Filho (2015).

3.7 Andlise estatistica

Primeiramente, foi realizado o teste de distribuicdo gaussiana (normalidade),
para cada grupo experimental pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Apos a verificacao

da homogeneidade de dados, foi utilizada ANOVA uma via seguido de teste de
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Bonferroni para comparacdes post hoc, e quando necessario foi utilizado o teste t.
Para os dados que néo apresentaram distribuicdo gaussiana, foi utilizado o teste de
Kruskal-Wallis seguido de teste de Dunns para comparagdes post hoc, e quando
necessario foi utilizado o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney.

Os dados de cada grupo foram expressos como a média + erro padrao médio
(e.p.m.) e a probabilidade utilizada para a existéncia de diferenca significativa foi
p<0,05. Para construcdo dos gréaficos e a analise estatistica foi utilizado o software
GraphPad Prism 5.0.
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4 RESULTADOS

4.1 Andlise e caracteristicas dos 6leos essenciais

Os Oleos essenciais de partes aéreas (folhas e galhos finos) de pau-rosa e
macacaporanga tiveram um rendimento de 1% e 0,5%, respectivamente, enquanto
que o Oleo de catinga-de-mulata produziu um rendimento de 0,5%. Os Oleos das
folhas de pau-rosa e macacaporanga apresentaram uma coloracdo amarelo claro. O
Oleo de pau-rosa apresentou um perfume floral e amadeirado, enquanto que o 6leo
de macacaporanga apresentou um perfume semelhante, além de um toque picante
e citrico.

ApOs a analise da composicdo dos Oleos essenciais, sessenta e dois
constituintes volateis foram identificados e listados na tabela 1. O componente
majoritario do 6leo de pau-rosa foi o linalol (88,6%), enquanto que 0s principais
componentes da macacaporanga foram o linalol (45,0%), B-felandreno (17,3%), a-
felandreno (4,1%) e (E)-cariofileno (3,9%). Os componentes majoritarios
identificados no 6leo essencial da catinga-de-mulata foram linalol (49,3%) e (E)-B-
farneseno (34,9%).

Tabela 1 - Componentes dos Oleos essenciais de pau-rosa, macacaporanga e

catinga-de-mulata

Constituintes IR OEPR (%) | OEMP (%) | OECM (%)
a-Tujeno 921 0,2

a-Pineno 939 0,4

B-Pineno 973 0,1

Mirceno 983 1,6 0,5
a-Felandreno 1002 4,1

p-Cimeno 1019 1,6

Limoneno 1024 0,2 0,3
B-Felandreno 1025 17,3

1,8-Cineol 1032 0,6
(E)-B-Ocimeno 1044 14 0,6
y-Terpineno 1054 0,1

Oxido de cis-Linalol (furanoide) 1064 15 0,1

Terpinoleno 1072 0,2

Oxido de trans-Linalol (furanéide) 1081 1,4
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Linalol

Borneol

Oxido de trans-Linalol (piranoide)
Terpinen-4-ol
a-Terpineol

Nerol

Geraniol

Acetato de linalila
a-Cubebeno

Acetato de nerila
a-llangeno
a-Copaeno

Acetato de geranila
B-Elemeno
(E)-Cariofileno
o-Santaleno
y-Elemeno
trans-a-Bergamoteno
a-Humuleno
(E)-B-Farneseno
2-Decen-5-olide
B-Chamigreno
Germacreno D
B-Selineno
a-Selineno
6-Decalactona
y-Cadineno
6-Cadineno
Hedicariol
trans-Dauca-4(11),7-dieno
Germacreno B
(E)-Nerolidol
Espatulenol

Oxido de Cariofileno
Guaiol

Epdéxido de Humuleno Il
Globulol
10-epi-y-Eudesmol
y-Eudesmol
Selin-3,11-dien-6a-ol

1098
1165
1168
1174
1189
1230
1244
1255
1344
1363
1366
1372
1382
1387
1415
1420
1426
1434
1452
1463
1463
1469
1476
1484
1496
1497
1508
1513
1543
1548
1552
1558
1576
1575
1591
1603
1611
1624
1627
1642

88,6

0,1

0,2

0,1

0,1

0,1

0,8
0,7

0,1

0,1

0,2

0,1

0,1
0,1

0,6

45,0
0,2

0,2
0,8

0,1

0,9

0,1
0,9

0,4
3,9

0,4

0,5

0,5
0,4
2,0
2,1

0,2
0,6
0,1

0,3
0,2
0,9
11
0,2
0,2
0,2
0,6
2,1
0,2

49,3
0,1

1,8
0,2
0,5
3,8

0,3

0,4

0,6

0,3

34,9
2,9

0,7
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a-Eudesmol

a-Cadinol
14-hidroxi-9-epi-(E)-cariofileno
Amorfa-4,9-dien-2-ol
Nootkatol

Acetato de (E)- Nerolidila
Eremofilona

Benzoato de benzila

1648
1657
1663
1701
1704
1713
1731
1746

0,6
0,5
0,1
15
0,1
0,1

1,6

0,4

11

0,1

0,1

IR - indice de retenc&o na coluna capilar DB-5 ms

4.2 Atividade locomotora espontanea

No teste do campo aberto, a locomocao espontanea foi avaliada através do

parametro de quadrantes totais cruzados. A figura 11 demonstra que nao houve

diferenca significativa entre os grupos tratados em relagéo ao controle.
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Figura 11: Efeitos dos Oleos e linalol em roedores sobre a locomogdo espontanea, parametro de
guadrantes totais cruzados, no teste do campo aberto (painel A: OEPR; painel B: OEMP;
painel C: OECM; painel D: linalol). Resultados expressos como a média + e.p.m. de 6-10

animais por grupo. #Diferenca significativa em

relacdo ao diazepam #(p<0,05) e

###(p<0,001). Teste ANOVA uma via seguida do teste Bonferroni, e teste t quando

necessario.
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4.3 Emocionalidade

O segundo parametro avaliado no teste do campo aberto foi relacionado a
emocionalidade dos animais, quadrantes centrais cruzados (figura 12). Os grupos
tratados OEPR, OEMP e o linalol isolado ndo apresentaram diferencas em relagcao
ao controle. Entretanto, o grupo OECM 7,5 mg/kg (painel C) aumentou
significativamente o numero de quadrantes centrais cruzados em relacdo ao
controle. [Quadrantes centrais cruzados: OECM 7,5 mg/kg (p<0,01) em relacdo ao

controle].
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Figura 12: Efeitos dos 6leos e linalol em roedores sobre a emocionalidade no teste do campo aberto,
parametro quadrantes centrais cruzados (painel A: OEPR; painel B: OEMP; painel C: OECM;
painel D: linalol). Resultados expressos como a média + e.p.m. de 6-10 animais por grupo.
*Diferenca significativa em relacdo ao grupo controle *(p<0,05) e **(p<0,01); #Diferenca
significativa em relacao ao diazepam #(p<0,05) e ##(p<0,01). Teste de Kruskal-Wallis seguido
do teste de Dunns, e teste de Mann Whitney quando necessario.

Para confirmacédo de comportamentos do tipo ansioliticos, os animais foram
submetidos ao LCE, teste de maior sensibilidade. Entretanto, os resultados dos
grupos tratados com Oleos essenciais e linalol ndo apresentaram diferencas
significativas em relagédo ao controle, no parametro de percentual de entrada nos

bracos abertos (figura 13).



46

A OEPR B OEMP
60+ 604
* *

(=] =]
c c
" g 0 o
52 4 3 £ 404
T Q @ @
s Iy
o =
S8 + s T
© & 201 3 % 204
o O o 2
=z z
= ES

0 w7 N

Conllrole 3,5 rr;glkg 35 rnlgﬁkg Diazepam Conltrole 8,6 n'l|g,'kg 85 n':glkg Diazepam
Cc OECM D Linalol
60 601
*

=} =]
c c
20 20
3 £ 404 3 £ 404
T @ o O
£48 £4
§ o G o ##
o & o &
o 2 204 i o 8 204
o 2 -]
Z Z
ES ES

0 i 0

T T T 0 T T
Controle 7,5mglkg 75mg/kg Diazepam Controle 30 mg/kg Diazepam

Figura 13: Efeitos dos 6leos e linalol em roedores sobre a emocionalidade no teste do labirinto em
cruz elevado, parametro percentual de entradas nos bracos abertos (painel A: OEPR; painel
B: OEMP; painel C: OECM,; painel D: linalol). Resultados expressos como a média + e.p.m.
de 6-10 animais por grupo. *Diferenc¢a significativa em relacdo ao grupo controle *(p<0,05);
#Diferenca significativa em relacdo ao diazepam #(p<0,05), ##(p<0,01) e ###(p<0,001). Teste
de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunns, e teste de Mann Whitney quando necessario.

Quanto ao percentual do tempo em que o animal permaneceu nos bragos
abertos (figura 14), as duas doses de OECM (painel C) diminuiram
significativamente este parametro em relacdo ao controle. [Percentual do tempo nos
bracos abertos: OECM 7,5 mg/kg (p<0,05) em relacdo ao controle; OECM 75 mg/kg

(p<0,05) em relacéo ao controle].
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Figura 14: Efeitos dos 6leos e linalol em roedores sobre a emocionalidade no teste do labirinto em
cruz elevado, pardmetro percentual do tempo nos bracos abertos (painel A: OEPR; painel B:
OEMP; painel C: OECM; painel D: linalol). Resultados expressos como a média * e.p.m. de 6-
10 animais por grupo. *Diferenca significativa em relagdo ao grupo controle *(p<0,05);
#Diferenca significativa em relacdo ao diazepam #(p<0,05), ##(p<0,01) e ###(p<0,001). Teste
ANOVA uma via seguida do teste Bonferroni, e teste t, quando necessario, para OEPR e
Linalol; Teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunns, e teste de Mann Whitney, quando
necessario, para OEMP e OECM.

Como forma de validacdo motora do teste, verificou-se o nimero de entradas

nos bracos fechados (figura 15). Neste parametro, tanto o OEMP 85 mg/kg (painel

B) quanto o linalol (painel D) apresentaram diferengas significativas em relagédo ao

grupo controle. [Entradas nos bragcos fechados: OEMP 85 mg/kg (p<0,05) em

relagdo ao controle; linalol (p<0,05) em relagéo ao controle].
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Figura 15: Efeitos dos 0leos e linalol em roedores sobre a atividade locomotora, pardmetro de nimero
de entradas nos bragos fechados, no teste do labirinto em cruz elevado (painel A: OEPR;
painel B: OEMP; painel C: OECM; painel D: linalol). Resultados expressos como a média +
e.p.m. de 6-10 animais por grupo. *Diferenca significativa em relacdo ao grupo controle
*(p<0,05). Teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunns, e teste de Mann Whitney

guando necessario.

4.4 Comportamento tipo anedonia e tipo depressivo

Para a avaliagdo dos parametros comportamentais relacionados com o
comportamento do tipo depressivo foram utilizados dois testes, o teste splash e o
teste do nado forcado. No teste splash, foi avaliado o comportamento tipo anedonia
através dos parametros laténcia para autolimpeza e tempo de lambidas/autolimpeza.
No parametro laténcia para iniciar o comportamento de autolimpeza (figura 16),
todos os O6leos essenciais de maior dose, assim como o linalol diminuiram
significativamente o paréametro em relacdo ao grupo controle. [Laténcia para
autolimpeza: OEPR 35 mg/kg (p<0,001) em relacdo ao controle; OEMP 85 mg/kg
(p<0,001) em relacdo ao controle; OECM 75 mg/kg (p<0,001) em relacdo ao

controle; linalol 30 mg/kg (p<0,01) em relag&o ao controle].
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Figura 16: Efeitos dos Oleos e linalol em roedores no teste splash, parédmetro laténcia para
autolimpeza (painel A: OEPR; painel B: OEMP; painel C: OECM,; painel D: linalol). Resultados
expressos como a média + e.p.m. de 6-10 animais por grupo. *Diferenca significativa em
relacdo ao grupo controle **(p<0,01) e ***(p<0,001); #Diferenca significativa em relacdo a
fluoxetina ###(p<0,001). Teste ANOVA uma via seguida do teste Bonferroni, e teste t quando
necessario.

Quanto ao parametro tempo de lambida/autolimpeza (figura 17), os grupos
tratados com OEPR 35 mg/kg (painel A), OECM 75 mg/kg (painel C) e linalol (painel
D) aumentaram de forma significativa o tempo de autolimpeza em relacdo ao grupo
controle. [Tempo de autolimpeza: OEPR 35 mg/kg (p<0,01) em relagdo ao controle;
OECM 75 mg/kg (p<0,01) em relacdo ao controle; linalol (p<0,01) em relacdo ao
controle].
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Figura 17: Efeitos dos oOleos e linalol em roedores no teste splash, parametro tempo de
lambida/autolimpeza (painel A: OEPR; painel B: OEMP; painel C: OECM,; painel D: linalol).
Resultados expressos como a média £ e.p.m. de 6-10 animais por grupo. *Diferenca
significativa em relacdo ao controle **(p<0,01) e ***(p<0,001); #Diferenca significativa em
relacdo a fluoxetina ##(p<0,01) e ###(p<0,001). Teste ANOVA uma via seguida do teste
Bonferroni, e teste t quando necessario.

ApoOs o teste splash, os animais foram submetidos ao teste do nado forcado,
onde foram avaliados os parametros tempo de imobilidade e frequéncia de
escaladas. Os trés oOleos essenciais de maior dose e o linalol diminuiram
significativamente o tempo de imobilidade (figura 18) dos animais comparados ao
grupo controle. [Tempo de imobilidade: OEPR 35 mg/kg (p<0,001) em relagédo ao
controle; OEMP 85 mg/kg (p<0,001) em relacdo ao controle; OECM 75 mg/kg

(p<0,01) em relag&o ao controle; linalol (p<0,001) em relag&o ao controle].
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Figura 18: Efeitos dos 6leos e linalol em roedores no teste do nado for¢cado, pardmetro tempo de
imobilidade (painel A: OEPR; painel B: OEMP; painel C: OECM,; painel D: linalol). Resultados
expressos como a média + e.p.m. de 6-10 animais por grupo. *Diferenca significativa em
relacdo ao grupo controle **(p<0,01) e ***(p<0,001); #Diferenca significativa em relacdo a
fluoxetina #(p<0,05), ##(p<0,01) e ###(p<0,001). Teste ANOVA uma via seguida do teste
Bonferroni, e teste t quando necessario.

Quanto ao parametro numero de escaladas (figura 19), que é a validacao
motora do teste, os resultados n&o apresentaram diferengas significativas em
nenhum grupo tratado.
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Figura 19: Efeitos dos 6leos e linalol em roedores no teste do nado forcado, pardmetro nimero de
escaladas (painel A: OEPR; painel B: OEMP; painel C: OECM; painel D: linalol). Resultados
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expressos como a média + e.p.m. de 6-10 animais por grupo. Teste de Kruskal-Wallis,
seguido do teste de Dunns e teste de Mann Whitney, quando necessario.

4.5 Avaliacdo da memoéria de curta duracao

Com o objetivo de avaliar a retencdo de memoaria apdés um estimulo aversivo,
foi realizado o teste da esquiva inibitoria para verificar o efeito dos 6leos essenciais e
do linalol na memoria de curta duracdo dos roedores. No inicio do teste, fase
correspondente a etapa LB1, os animais foram colocados na plataforma segura e foi
aferido o tempo de laténcia para descida. Apos a descida, os animais receberam o
choque. Passados 90 minutos, os animais foram reexpostos ao aparato,
correspondente a etapa LB2, para a verificacdo do tempo de laténcia de descida da
plataforma segura (figura 20). Dessa forma, foi possivel avaliar a memdéria de curta

duracdo dos animais.
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Figura 20: Efeitos dos 6leos e linalol em roedores no teste da esquiva inibitéria, pardametro tempo de
laténcia para a descida (LB2) (painel A: OEPR; painel B: OEMP; painel C: OECM; painel D:
linalol). Resultados expressos como a média + e.p.m. de 6-10 animais por grupo. *Diferenca
significativa em relacdo ao grupo controle *(p<0,05), **(p<0,01) e ***(p<0,001); #Diferenca
significativa em relacéo a cafeina #(p<0,05), ##(p<0,01) e ###(p<0,001). Teste de Kruskal-
Wallis seguido do teste de Dunns, e teste de Mann Whitney quando necessario.

Na LB2, os Oleos essenciais e o linalol ndo apresentaram diferencas
significativas em relagcdo ao grupo controle, no parametro tempo de laténcia para

descida da plataforma segura.
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5 DISCUSSAO

5.1 Andlise e caracteristicas dos 6leos essenciais

A variagcdo de rendimento de 0,7% a 1,5% foi relatada para o 6leo extraido do
tronco de pau-rosa, o qual é vendido no mercado internacional e utilizado em
produtos cosméticos (MAIA et al. 2007). Almeida et al. (2009) obteve um rendimento
do 6leo de pau-rosa de 2,1% e o teor de linalol foi de 87,7%. O rendimento de 1,5%
e o teor de 87,7% da mistura racémica de linalol também foi descrita (SIQUEIRA et
al. 2013). A correlagdo da maturidade da arvore e o perfil quimico do éleo essencial
foram analisados. Apenas uma pequena variacdo de linalol (82,2 a 87,1%) foi
detectada em folhas de Aniba rosaeodora Ducke de diferentes idades (4 a 20 anos)
(FIDELIS et al. 2013). O mercado internacional € rigoroso quanto ao teor de linalol
no 6leo essencial de pau-rosa, ndo aceitando menos de 85% (GOTTILIEB et al.
1964; SUDAM, 1972).

A predominancia de linalol em relacdo ao (E)-B-farneseno no 6leo essencial
de catinga-de-mulata, foi descrito por Maia et al. (2003) e Monteiro et al. (2005).
Entretanto, em um estudo recente o (E)-B-farneseno (37,61%) teve teor maior que 0
linalol (33,37%). A composicdo quimica de Oleos essenciais € sensivel a varios
fatores, como solo, clima, perfil quimico das espécies e acdo humana (MARTINS et
al. 2016). Estudos a respeito do pau-rosa sdo menos escassos na literatura quando
comparados a catinga-de-mulata. Entretanto, investigagcbes com a macacaporanga
devem ser mais exploradas, visto que publicacdes recentes desta espécie sao raras.

5.2 Atividade locomotora espontanea

Os testes campo aberto e labirinto em cruz elevado sdo modelos
experimentais classicos usados para investigar a atividade exploratéria e a
emocionalidade de roedores (PRUT e BELZUNG, 2003). O parametro quadrantes
totais cruzados no teste do campo aberto, fornece subsidios para identificacdo de
interferéncia de drogas na locomocéao espontanea dos animais.

A locomocgao € um comportamento complexo que envolve varias estruturas,
principalmente o coértex motor, cerebelo, hipocampo, complexo estriado,

mesencéfalo, diencéfalo e talamo. O envolvimento de diferentes estruturas e
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sistemas encefalicos faz com que a locomocdo seja influenciada por danos em
qualquer &rea do controle motor (HANDLEY et al. 2009; YOUNG et al. 2011).

O linalol possui atividade sedativa dose-dependente, além de efeitos
hipnéticos e hipotérmicos. Também produz o aumento do tempo de sono induzido
por pentobarbital e uma reducdo da locomog¢ao espontanea, sem afetar a atividade
motora (BUCHBAUER et al. 1993; LINCK et al. 2009; GUZMAN-GUTIERREZ et al.
2012). Nos testes comportamentais com 6leo essencial de Piper guineense Schum e
Thonn, no qual o linalol é um dos componentes majoritarios, também houve
diminuicdo do comportamento de locomogédo espontanea quando comparado ao
controle, indicativo de atividade depressora central. O efeito depressor do SNC
diminui a exploracdo dos animais, portanto o estudo sugere que este 6leo essencial
possui efeito inibitério mediado pelo aumento da neurotransmissdo de GABA no
SNC (OYEMITAN et al. 2015).

Os resultados sugerem que o0s 0leos essenciais ricos em linalol, e o préprio
linalol, ndo apresentaram nenhum tipo de efeito depressor do SNC, por nao

interferirem na locomocéao espontanea dos animais tratados.

5.3 Emocionalidade

O parametro quadrantes centrais cruzados avalia a emocionalidade do animal
sujeito ao aparato, explorando a etologia do mesmo, que tem preferéncia por locais
fechados e escuros, mas que também apresenta comportamento exploratério.
Dessa maneira, o animal tende a ficar mais tempo nos quadrantes periféricos,
tangente as paredes do campo aberto. E a frequente visita aos quadrantes centrais
é indicativa de comportamento do tipo ansiolitico (PRUT e BELZUNG, 2003). Assim,
os resultados da menor dose de OECM (7,5 mg/kg), obtidos no TCA, sugerem uma
possivel atividade do tipo ansiolitica.

Entretanto, a atividade do tipo ansiolitca do OECM 7,5 mg/kg nao foi
comprovada, pois no labirinto em cruz elevado, este grupo tratado ndo apresentou
diferenca significativa em relagdo ao controle, no parametro de percentual de
entrada nos bracos abertos e, ainda, diminuiu significativamente o percentual do
tempo em que os animais permaneceram nos bragos abertos. O LCE é considerado
o teste padrédo-ouro para comportamento do tipo ansiogénico/ansiolitico, e a

frequéncia de visitas e 0 aumento do tempo de permanéncia nos bracos abertos &
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indicativo de comportamento do tipo ansiolitico (PELLOW e FILE, 1986). Apesar dos
grupos tratados nédo terem apresentado comportamentos do tipo ansiolitico no LCE,
outros estudos ja descritos na literatura, como os citados abaixo, demonstram esta
atividade por 6leos essenciais ricos em linalol e do linalol isolado.

Em um estudo recente, a aromaterapia realizada com 0leos essenciais de
Satureja brevicalyx Epling e Satureja boliviana (Benth.) Brig., tendo o linalol como
composto majoritario, juntamente com a meditacdo ou de maneira isolada, reduziu a
variavel ansiedade com oscilacéo entre 20 e 47% em humanos (SOTO-VASQUEZ e
ALVARADO-GARCIA, 2017). O 6leo essencial de Cananga odorata (Lam.) Hook. f.
e Thomson e seus constituintes principais, individualmente, cujo linalol € um deles,
também mostraram efeito do tipo ansiolitico. Esta pesquisa foi realizada com
camundongos machos e fémeas, porém apenas 0s machos apresentaram
comportamento do tipo ansiolitico apds inalacdo dos 6leos e constituintes. Além
disso, a exposicdo ao Oleo essencial apresentou alteragcdes em neurotransmissores
de maneira mais significativa nos camundongos machos do que nas fémeas. Foram
utilizados trés modelos animais de ansiedade, o campo aberto, o labirinto em cruz
elevado e o teste da caixa claro/escuro (ZHANG et al. 2016).

No trabalho de Souto-Maior et al. (2011), a inalacdo do 6xido de linalol por
camundongos aumentou de maneira significativa o nUmero de entradas nos bracos
abertos, o tempo gasto nos bracos abertos, bem como o nimero total de entradas
no LCE. No teste da caixa claro/escuro, houve aumento do tempo gasto na camara
iluminada e no numero de transi¢des realizadas de um compartimento para o outro.
O desempenho no Rotarod nédo foi afetado. Dessa forma, verificou-se que o 6xido de
linalol possui propriedade do tipo ansiolitica em ambos os testes comportamentais,
sem causar prejuizo motor. Em estudo similar, Cheng, Sheen e Chang (2015)
administraram, oralmente, 6leo essencial de folhas de Cinnamomum osmophloeum
Kanehira, rico em linalol, e o mesmo isolado, em camundongos. Ambos, 0leo
essencial e linalol, induziram efeito do tipo ansiolitico nos animais, quando testados
no campo aberto, labirinto em cruz elevado e caixa claro/escuro, sem efeitos na
atividade motora.

O enantiomero (R)-(-)-linalol € o principal componente de 6leos essenciais na
natureza e o que mais apresenta propriedades bioldgicas, assim, é plausivel

considera-lo como o mais importante na atividade ansiolitica (APROTOSOAIE et al.
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2014). Apesar dessa constatacao, Cheng, Sheen e Chang (2015) mostraram que 0
(S)-(+)-linalol tem efeito ansiolitico assim como o (R)-(-)-linalol.

O mecanismo da atividade ansiolitica do linalol ndo é totalmente conhecido,
muito menos compreendido. Ha tempos, atribuia-se a atividade ansiolitica do Oleo
essencial de Lavandula angustifolia Mill. (lavanda), rico em linalol, a interacbes com
0 sistema olfativo e as suas proje¢cdes centrais no sistema limbico, amigdala e
hipocampo (memodria associativa) (PERRY et al. 2012). Posteriormente, esse
mecanismo passou a ser considerado secundario, pois anosmia induzida em
animais revelaram que o sistema olfativo ndo € necessario para o efeito do tipo
ansiolitico do 6leo essencial (CHIOCA et al. 2013).

O Oleo de lavanda nado interage no local especifico de ligacdo dos
benzodiazepinicos, portanto ndo inibe a atividade neuronal através da interagcdo com
receptores GABAa. Dessa maneira, a inibicdo dos canais de sodio dependentes de
voltagem é provavelmente, o principal mecanismo pelo qual o linalol afeta a
excitabilidade neuronal. O bloqueio dos canais de sédio dependentes de voltagem
ocasiona no término prematuro do potencial de acéo e leva assim, a diminuicdo da
liberacdo dos neurotransmissores por exocitose (LEAL-CARDOSO et al. 2010).

Possivelmente, a escolha da via de administracdo (i.p.), o tratamento agudo e
as doses utilizadas foram os fatores preponderantes para que 0s grupos tratados, no
presente estudo, ndo apresentassem atividade do tipo ansiolitica. Visto que a maior
parte dos estudos presentes na literatura utilizaram tratamentos prolongados, a via

inalatéria (aromaterapia) e doses maiores de linalol.

5.4 Comportamento tipo anedonia e tipo depressivo

A anedonia é caraterizada por falta de prazer a estimulos gratificantes (RIZVI
et al. 2016). No teste splash, este prazer € identificado quando o animal realiza a
autolimpeza do seu dorso. A anedonia é um sintoma central para o diagndstico de
transtorno depressivo maior, e prevé ma resposta ao tratamento (MCMAKIN et al.
2012; UHER et al. 2012). De acordo com os testes utilizados para avaliar
comportamentos do tipo depressivo, 0 aumento do tempo que os roedores levam
para iniciar a autolimpeza e a reducdo do tempo total de lambidas, € indicativo de
comportamento do tipo depressivo (KALUEFF e TUOHIMAA, 2004).
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Dessa forma, os resultados apresentados pelos 6leos testados (maior dose) e
pelo linalol sugerem atividade do tipo antidepressiva, relativamente similar a
fluoxetina, pois interferiram no comportamento de anedonia, diminuindo
significativamente a laténcia para iniciar a autolimpeza e aumentando o tempo de
lambida/autolimpeza. Apenas o OEMP 85 mg/kg ndo apresentou diferenca em
relacdo ao controle no parametro tempo de lambida/autolimpeza. Isto pode ter
ocorrido pelo menor teor de linalol guando comparado aos outros 6leos essenciais.

Entre os ensaios comportamentais para a avaliacdo de comportamentos do
tipo depressivo, o TNF é o mais utilizado nestes estudos pré-clinicos (CRYAN;
MARKOU; LUCKI, 2002). No TNF, o comportamento do tipo depressivo € avaliado
através do parametro tempo de imobilidade, ou seja, quanto maior o tempo de
imobilidade, maior € a caracterizacdo de comportamento do tipo depressivo.
(PORSOLT; LE PICHON; JALFRE, 1977). Assim, a diminuicdo significante deste
parametro em relagéo ao controle, no teste do nado forgado, ratificou a atividade do
tipo antidepressiva dos O6leos testados (maior dose) e do linalol, constatada
anteriormente no teste splash. No parametro numero de escaladas, os resultados
ndo apresentaram diferencas significativas, revelando que os 6leos essenciais ndo
interferiram na atividade motora dos animais. Portanto, o linalol, por ser o
componente majoritario dos 6leos essenciais, por estar na mesma propor¢do em
cada um e, assim, ter apresentado resultado similar aos 6leos de maior dose, € 0
responsavel pelo efeito do tipo antidepressivo.

Outros estudos corroboram com esses resultados. Entre setembro de 2011 e
setembro de 2012, oito pacientes com transtorno depressivo maior e sintomas de
ansiedade, insdnia e agitacdo psicomotora foram tratados com céapsulas de 6leo de
lavanda, a qual é rica em linalol. Neste estudo de casos, a eficacia do 6leo de
lavanda foi mensurada pela mudanca na Escala de Hamilton para depressédo (HAM-
D 17). Dos oito pacientes tratados com capsulas de Oleo de lavanda, em seis a
pontuacgéao total de HAM-D 17 foi reduzida e apenas para os dois pacientes restantes
nao houve melhora durante o tratamento (FIRLER e QUANTE, 2014).

Em outro estudo, a inalagdo de o6leo essencial de Coriandrum sativum L.
(coentro), cujo composto majoritario identificado foi o linalol (69,35%), aumentou 0s
comportamentos do tipo ansiolitico e antidepressivo durante os testes labirinto em

cruz elevado e nado forcado, respectivamente, e diminuiu o estresse oxidativo em
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modelo animal da doenca de Alzheimer induzido pelo peptideo B-amiloide (1-42)
(CIOANCA et al. 2014).

Guzman-Gutiérrez et al. (2012) também avaliou a atividade antidepressiva do
linalol no teste do nado forcado. Ele verificou que o linalol, na dose de 100 mg/kg por
via intraperitoneal, diminuiu significativamente o tempo de imobilidade de
camundongos quando comparados com o controle negativo. E o efeito do linalol foi
similar ao controle positivo (imipramina 30 mg/kg). No entanto, o linalol, nessa dose,
diminuiu a locomocao espontanea no teste do campo aberto. Isso pode ter ocorrido
por ter também alcancado efeito sedativo na dose de 100 mg/kg. Como a dose de
linalol, no presente estudo, foi de 30 mg/kg, ndo houve interferéncia na locomocéao
espontanea.

O efeito antidepressivo do linalol também foi relatado no teste de suspensao
de calda, onde os animais que receberam R-(-)-linalol, nas doses de 100 e 200
mg/kg, apresentaram diminuicdo no tempo de imobilidade comparados ao grupo
controle (COELHO et al. 2013). Posteriormente, Guzman-Gutiérrez et al. (2015)
avaliou o mecanismo de acdo antidepressiva do linalol, através do uso de
medicamentos antagonistas de receptores serotoninérgicos, dopaminérgicos e
noradrenérgicos. O estudo determinou que o efeito do tipo antidepressivo do linalol
ocorre por sua interacdo com a via serotoninérgica, através de receptores 5-HT1A
pos-sinapticos. Além disso, o linalol interage com o sistema adrenérgico, através de
receptores a2 pos-sinapticos, inibindo a recaptacdo de noradrenalina e provocando
0 aumento da mesma na fenda sinaptica e, assim, aliviando sintomas depressivos.

O presente estudo apresenta um aspecto inédito para a atividade
antidepressiva do linalol, pois demonstra esta atividade com uma dose de
aproximadamente um terco das ja descritas na literatura. A quantidade de 30 mg/kg
de linalol presente nas doses dos Oleos testados e, a dose de linalol administrada
isoladamente, apresentaram atividade do tipo antidepressiva sem afetar outros

comportamentos e sintomas somaticos.

5.5 Avaliagcdo da memoria de curta duragéo

Os resultados da etapa LB2 no teste da esquiva inibitéria sugerem que 0s
Oleos essenciais e o linalol, nas doses e na via de administracdo utilizadas, nao

interferem na retencdo de memoria de curta duracdo dos animais, pois ndo houve
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diferencas significativas no tempo de laténcia para descida da plataforma segura em
relacdo ao controle. Contudo, resultados discrepantes foram descritos na literatura.

Coelho et al. (2011) avaliou os efeitos da administracao intraperitoneal de -(-)-
linalol (50 e 100 mg/kg) em ratos, na formacédo de memoria, utilizando trés modelos
comportamentais. O -(-)-linalol inibiu a retencdo de memdria de longa duracdo, mas
nao interferiu na memoaria de curta duracado durante o teste de reconhecimento de
objetos. No teste da esquiva inibitéria e na habituacdo a ambiente, tanto a memaria
de curta quanto a de longa duracao foram inibidas.

Varios estudos relatam que o receptor de glutamato N-metil D-Aspartato
(NMDA) é crucial na inducdo de plasticidade sinaptica e formagdo da memadria em
roedores. Além disso, a administracdo sistémica ou intracerebral de bloqueadores
de receptor NMDA afetou a formacdo de memoéria em testes (IZQUIERDO e
MEDINA, 1997; RIEDEL; PLATT; MICHEAU, 2003). Dessa forma, o linalol inibiria a
formacao de memoria, pois modula a ativagcao do glutamato por ser um antagonista
de receptores NMDA (ELISABETSKY e SILVA BRUM, 2003).

Entretanto, um estudo recente de Sabogal-Guaqueta et al. (2016) mostrou
gue a administracdo oral de linalol (25 mg/kg), durante trés meses, em roedores com
um modelo transgénico triplo da doenga de Alzheimer, melhorou caracteristicas
histopatoldgicas da doenca e inverteu os déficits cognitivos e emocionais através de
um efeito anti-inflamatério. Os resultados da melhora da memdéria espacial foram
identificados no labirinto aquético de Morris. No LCE, houve aumento do nimero de
entradas e no tempo gasto nos bracos abertos, o que caracteriza o efeito do tipo
ansiolitico do linalol.

Em outro estudo, ratos com deméncia induzida por escopolamina foram
expostos a inalacdo dos 6leos essenciais de Lavandula angustifolia Mill e Lavandula
hybrida Rev. (lavanda), os quais contém o linalol como um dos componentes
majoritarios (28,0% e 21,5%). Os oOleos essenciais de lavanda sustentaram a
formacdo de memoria durante dois modelos de memaria espacial, dependentes do
hipocampo: labirinto em Y e labirinto radial. As exposi¢des crénicas aos Oleos de
lavanda também reduziram, de forma significativa, comportamentos do tipo
ansiogénicos e do tipo depressivos, nos testes labirinto em cruz elevado e nado
forcado, respectivamente. Dessa forma, os 6leos de lavanda, ricos em linalol,
apresentaram efeito positivo sobre a memoria, além dos efeitos do tipo ansioliticos e
antidepressivos (HRITCUA et al. 2012).
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Cioanca et al. (2013) avaliou a formacado de memoria espacial em ratos com
doenca de Alzheimer induzida pelo peptideo B-amiloide (1-42), ap0s exposicdo
cronica ao Oleo essencial de Coriandrum sativum L. (coentro), rico em linalol. Os
resultados sugerem que o 6leo essencial de coentro tem efeito positivo na retencéo
de memdria, durante os testes labirinto em Y e labirinto radial, por atividade
antioxidante e antiapoptética.

Os resultados distintos descritos na literatura exemplificam o quanto a
atividade do linalol, ndo s6 na formacdo de memoaria, mas em toda atividade sobre o
SNC, ainda ndo é bem entendida. Dessa forma, mais pesquisas devem ser
realizadas com o objetivo de tentar elucidar sua atividade e possiveis mecanismos

de acéao central.
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6 CONCLUSAO

Apos a realizacdo da analise fitoquimica dos 6leos essenciais e da avaliacao
dos seus efeitos heurocomportamentais em roedores, 0s resultados sugerem que 0s
Oleos de pau-rosa, macacaporanga e catinga-de-mulata apresentam atividade
antidepressiva em razdo do seu composto majoritario, o linalol, o qual de maneira
isolada ratificou esta atividade, sem comprometer a locomocdo espontanea e a

retencdo de memoéria dos animais tratados.
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ANEXO A - Parecer do CEPAE

é ;,aomite de etica em pesquisa
N epae com animais de experimentagao

PARECER CEPAE CEPAE 67-2015

Projeto: AVALIACAO DOS EFEITOS NEUROCOMPORTAMENTAIS DO (’)LEOI‘
ESSENCIAL DE PAU-ROSA (Aniba rosaeodora Ducke) E LINALOL, SEU

CONSTITUINTE PRINCIPAL, EM ROEDORES .

Coordenador: Profa. Dra Cristiane do Socorro Ferraz Maia
Area Tematica: Farmacologia

Vigéncia: Inicio: 01/09/2015 a Término: 01/09/2017

O projeto acima identificado foi avaliado pelo Comité de Etica Em Pesquisa Com
Animais de Experimentagio da Universidade Federal do Para (CEPAE). Os
procedimentos experimentais utilizados seguem as normas locais e internacionais para
tratamento e manipulagdo de animais de experimentagfo. Portanto, o CEPAE, através
de seu presidente, no uso das atribuicdes delegadas pela portaria No 0276/2015 do
Reitor da Universidade Federal do Par4, resolve APROVAR a utilizagio de animais
(100 ratos wistar Rattus novergicus) nas atividades do projeto em questdo, no periodo
de vigéncia estabelecido.

As atividades experimentais fora do periodo de vigéncia devem receber nova autorizagdo
deste comité.

Belém, 20 de Outubro de 2015

Mook Yooy WWM

Moisés Hamoy Vanessé Joia de Mello
Presidente do CEPAE-UFPA Vice —Presidente do CEPAE-UFPA




