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RESUMO

A depresséo é um distarbio de prevaléncia mundial, que afeta a funcionalidade e a
qualidade de vida das pessoas. O 0leo essencial de pau-rosa (Aniba rosaeodora
Ducke) rico em linalol apresenta atividades sobre o sistema nervoso central (SNC),
incluindo do tipo antidepressiva. Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito do
Oleo essencial em ratas adolescentes através de um modelo de depresséao induzida
por alcool em padrdo binge. O 6leo essencial foi extraido por hidrodestilagdo e
analisado por um sistema duplo de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massas (CG-EM) e cromatografia gasosa com detector por ionizacdo de chama
(CG-DIC). A capacidade antioxidante in vitro do 6leo essencial foi determinada no
ensaio de eliminacdo do radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH+). Ratos Wistar
fémeas, com 29 dias de idade, receberam por via oral agua destilada ou etanol (3
g/kg/dia) em 4 episddios de binge e por via intranasal solu¢do salina ou 6leo de pau-
rosa (35 mg/kg) uma vez ao dia por 28 dias. Apds o tratamento experimental, foram
realizados os testes splash e nado forcado. A expresséo génica do fator neurotroéfico
derivado do cérebro (BDNF) e S100B, os parametros biol6gicos do estresse
oxidativo e os niveis de citocinas pro-inflamatoérias foram determinados no cortex
pré-frontal e hipocampo. O grupo OEPR+EtOH aumentou o tempo de autolimpeza e
diminuiu o tempo de imobilidade, ambos de maneira significativa em comparagcédo ao
grupo EtOH nos testes splash e nado forcado, respectivamente. Os efeitos
comportamentais do 6leo essencial foram relacionados a modulacdo positiva de
genes de BDNF e S100B, a restauracao dos niveis de glutationa reduzida (GSH) e
da capacidade antioxidante equivalente ao Trolox (TEAC), além da atenuacéo do
aumento de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS), interleucina-13
(IL-1B), interleucina-6 (IL-6) e fator de necrose tumoral a (TNF-a) induzidos pelo
alcool. Os resultados sugerem que o Oleo essencial melhorou o perfil depressivo
induzido pelo alcool através de um mecanismo neuroprotetor ao modular
positivamente a expressdo génica de fatores neurotroficos, reequilibrar o estado

antioxidante e atenuar o processo inflamatorio, possivelmente pela agéo do linalol.

Palavras-chave: aromaterapia; Aniba rosaeodora; 0leo essencial; pau-rosa; linalol,

binge; anedonia; depresséo.



ABSTRACT

Depression is a prevalent disorder worldwide, which affects the functionality and
quality of life of the people. The linalool-rich rosewood essential oil (Aniba rosaeodora
Ducke) displays activities on the central nervous system (CNS), including of
antidepressant-type. The work aimed to evaluate the effect of the essential oil in
adolescent female rats through a model of binge drinking-induced depression. The
essential oil was extracted by hydrodistillation and analyzed by a dual system of gas
chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS) and gas chromatography
with flame ionization detector (CG-FID). The in vitro antioxidant capacity of the
essential oil was determined in the 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPHe+) radical
scavenging assay. Female Wistar rats, 29 days old, received distilled water or
ethanol (3 g/kg/day) orally in 4 binge episodes, and saline solution or rosewood oil
(35 mg/kg) intranasally once a day for 28 days. After the experimental treatment,
splash and forced swimming tests were performed. The brain-derived neurotrophic
factor (BDNF) and S100B gene expression, biological parameters of the oxidative
stress and levels of pro-inflammatory cytokines were determined in the prefrontal
cortex and hippocampus. The OEPR+EtOH group increased self-cleaning time and
decreased immobility time, both significantly compared to the EtOH group in the
splash and forced swimming tests, respectively. The essential oil behavioral effects
were related to positive modulation of BDNF and S100B genes, to restoration of
glutathione (GSH) and Trolox equivalent antioxidant capacity (TEAC) levels, in
addition to the attenuation of the increase of thiobarbituric acid reactive species
(TBARS), Interleukin-1B (IL-1B), Interleukin-6 (IL-6) and tumor necrosis factor a
(TNF-a) induced by alcohol. The results suggest that essential oil improved the
alcohol-induced depressive profile through a neuroprotective mechanism by
positively modulating the gene expression of neurotrophic factors, rebalancing the
antioxidant status and attenuating the inflammatory process, possibly due to the

linalool action.

Keywords: aromatherapy; Aniba rosaeodora; essential oil; rosewood; linalool; binge;

anhedonia; depression.
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1 INTRODUCAO

A prevaléncia global de doencas que afetam a salude mental cresceu
consideravelmente nas Uultimas décadas (GBD 2019 MENTAL DISORDERS
COLLABORATORS, 2022). O surgimento da pandemia de COVID-19 agravou ainda
mais esse cenario, pois muitos determinantes de saude mental foram destacados,
elevando a prevaléncia de transtornos mentais comuns, como a depressao (GBD
2019 MENTAL DISORDERS COLLABORATORS, 2022). Assim, tanto a prevaléncia
guanto a carga global de depressé&o tiveram um aumento significativo com o advento
da pandemia, particularmente entre mulheres e jovens (COVID-19 MENTAL
DISORDERS COLLABORATORS, 2021).

Varios fatores dificultam o tratamento de disturbios do sistema nervoso central
(SNC), como a falta de acesso por um elevado percentual da populagdo mundial ao
tratamento farmacoldgico convencional e ocorréncias negativas relacionadas aos
farmacos sintéticos (RATES, 2001). Assim, o emprego de 6leos essenciais constitui
uma das alternativas usadas para o tratamento de muitos transtornos mentais, por
conta das atividades biolégicas dos seus constituintes majoritarios (MELO et al.,
2021; WHO, 2011). Além disso, diante do critico cenario de aumento dos casos de
transtornos mentais causado pela pandemia, incluindo a depressdo, os Oleos
essenciais se tornam uma importante ferramenta terapéutica, pois além do seu uso
na aromaterapia, eles sdo fontes para pesquisa e desenvolvimento de novos
medicamentos (GURIB-FAKIM, 2006; ZHANG et al., 2021).

A aromaterapia € uma técnica terapéutica natural realizada pela inalacao,
massagem e banho com 6leos essenciais para a saude e bem-estar fisico,
emocional e espiritual, sendo muito utilizada para tratar dores e transtornos de
saude mental, como a depressdo (COOKSLEY, 1996; FREEMAN et al., 2019; HER;
CHO, 2021). Estudos relataram que a aromaterapia com diferentes 6leos essenciais
possui efeito positivo no humor e reduz sintomas de estresse, ansiedade e
depressao de pacientes submetidos a métodos invasivos e desconfortaveis. Outros
Oleos essenciais apresentam efeitos “harmonizantes” em humanos (AGATONOVIC-
KUSTRIN et al., 2020; SUGAWARA et al., 2013).

O dleo essencial de pau-rosa (Aniba rosaeodora Ducke) rico em linalol surge
como potencial candidato a integrar o arsenal terapéutico para desordens

emocionais, visto que estudos apontaram suas atividades sobre o SNC, incluindo a
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atividade antidepressiva (SANTOS et al., 2018). A figura 1 apresenta um resumo da

acdo do linalol, presente em teor elevado no 6leo essencial de pau-rosa, sobre os

fatores fisiopatologicos da depresséao.
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Figura 1: As vias envolvidas no efeito antidepressivo do linalol. Abrevia¢des: BDNF: fator neurotrofico
derivado do cérebro, HPA: hipotalamo-hipofise-adrenal.

Fonte: Modificado de Santos et al. (2022).

1.1 Saude mental

O estado de bem-estar mental é caracterizado pela capacidade do individuo
de reconhecer suas habilidades, lidar com o estresse ambiental, ser produtivo e
contribuir com a sua comunidade (WHO, 2003). De forma oposta, o transtorno
mental impacta negativamente no comportamento, regulagdo emocional ou cognigao
do acometido, interferindo na sua funcionalidade (AMERICAN PSYCHIATRIC
ASSOCIATION, 2013). Distarbios mentais tém sido reconhecidos como um grave
problema de Saude Publica e uma das principais causas de incapacidade,

especialmente pela perda de produtividade das pessoas afetadas (TRIVEDI et al.,
2014).
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Nas ultimas décadas, os casos de transtornos mentais tém aumentado em
todo o mundo, afetando cerca de 10% da populacdo mundial e sendo responsaveis
por 30% da carga global de doencas né&o fatais (GODOS et al., 2020). No estudo de
carga global de doencas realizado em 2019, os transtornos depressivos e de
ansiedade permaneceram na lideranca da lista de doencas mentais, com
prevaléncia e carga de incapacidade maior que diversas outras doencas. A alta
prevaléncia persistente desses transtornos é alarmante, pois além de prejudicarem a
saude por si s6, também aumentam o risco de outros desfechos de saude, como o
suicidio (GBD 2019 MENTAL DISORDERS COLLABORATORS, 2022).

O baixo indice nos cuidados basicos a saude mental, auséncia de
financiamento em programas de prevencdo e tratamento, e o envelhecimento
populacional, uma tendéncia demografica global que se intensificou durante o século
XXI, sdo alguns dos fatores responséaveis pelo aumento dos casos (CANADIAN
INSTITUTE FOR HEALTH INFORMATION, 2011; UNITED NATIONS, 2015). Além
desses fatores pré-existentes, o surgimento da pandemia de COVID-19 criou um
ambiente em que muitos determinantes de saude mental foram exacerbados. De
acordo com pesquisas epidemioldgicas, os efeitos psicoldgicos diretos da pandemia
e seus impactos socioecondmicos de longo prazo na populagdo mundial
aumentaram a prevaléncia de transtornos mentais comuns (GBD 2019 MENTAL
DISORDERS COLLABORATORS, 2022).

A pandemia criou uma crise mundial, levando mais de 6,5 milh6es de pessoas
a obito e forcando bilhdes ao isolamento social. As medidas de autoisolamento e
guarentena aumentaram casos de depressao, ansiedade, insdnia, uso nocivo de
alcool e drogas ou comportamento suicida, pois mudaram o modo de vida, rotinas e
meios de subsisténcia das pessoas (WHO, 2022).

A faixa etaria de jovens e adolescentes também é considerada um fator de
risco para distirbios de saude mental no contexto pandémico (HOSSAIN et al.,
2020). Dessa forma, diversos estudos foram realizados para avaliar a prevaléncia de
condi¢bes mentais nesse subgrupo populacional. De acordo com os dados, jovens e
adolescentes do mundo todo e de diferentes origens apresentaram taxas mais altas
de ansiedade e depressdo durante a pandemia, sendo que o sexo feminino
apresentou maior risco para esses sintomas (DUAN et al., 2020; JONES; MITRA;
BHUIYAN, 2021; Ll et al., 2021; ZHOU et al., 2020). Esses ultimos achados estéao de

acordo com estudos anteriores, reforcando ser o género feminino mais suscetivel a
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sintomatologia depressiva e ansiosa (VAN DROOGENBROECK; SPRUYT,;
KEPPENS, 2018).

O relatério sobre a carga global de doencas identificou os transtornos
depressivos, entre eles a depressdo, como os mais frequentes entre todos os
problemas de saiude mental. Com o advento da pandemia, os estudos preliminares
ja sinalizam para o agravamento desse cenario, com proje¢des alarmantes para um
futuro préximo (GBD 2019 MENTAL DISORDERS COLLABORATORS, 2022).

1.1.1 DEPRESSAO

Os transtornos depressivos incluem duas subcategorias principais, a
depressado maior e a distimia, um tipo de depresséao persintente de baixa intensidade
(WHO, 2017). A depresséo é um disturbio grave, comum e recorrente, que causa
prejuizos psicologicos, fisicos e sociais, afetando a funcionalidade e a qualidade de
vida das pessoas (KESSLER; BROMET, 2013). Atualmente, sua proporcao global é
estimada em 3,8% e o numero absoluto em 280 milhGes de pessoas, com maior
prevaléncia entre mulheres (WHO, 2023). A depressédo apresenta altas taxas de
morbidade e mortalidade, sendo caracterizada pelo humor deprimido, perda de
interesse ou prazer, sentimentos de culpa, baixa autoestima, distarbios de sono e
apetite, diminuicdo de energia e falta de concentracdo. Um episédio depressivo pode
ser leve, moderado ou grave, de acordo com o numero e gravidade dos sintomas
(WHO, 2023).

Os estudos epidemiolégicos relatam que a depressédo esta ligada a fatores
como o género, a idade e o estado civil. Em relacdo ao género, as mulheres
apresentam um risco duas vezes maior quando comparadas aos homens (WHO,
2023). Quanto ao estado civil, taxas mais elevadas de depressdo ocorrem em
individuos divorciados. O fator idade, porém, apresenta dados contrastantes. Em
paises desenvolvidos, a prevaléncia de depressédo geralmente diminui com a idade,
enquanto em paises de renda média e baixa essa relagdo se mostrou inversa
(HERRMAN et al., 2022).

O curso cronico recorrente da depressao ocorre em uma proporcao
significativa de pacientes que buscam tratamento (HERRMAN et al., 2022). A
prevaléncia estimada da doencga ao longo da vida dos acometidos é de duas a trés

vezes maior que a prevaléncia de 12 meses, e que entre um terco e metade desses



21

casos longevos apresentam episédios recorrentes em um determinado ano.
Entretanto, esses dados ainda sdo subestimados, pois uma parcela dos pacientes
depressivos ndo relatou o seu historico de depressdo em estudos transversais
(HERRMAN et al., 2022; MOFFITT et al.,, 2010; PATTEN et al., 2012). A terapia
farmacoldgica antidepressiva, a psicoterapia ou sua combinacdo sao os tratamentos
mais utilizados e ambos demostraram ser eficazes no combate a doenca
(LEICHSENRING et al., 2016; WHO, 2023).

Mesmo antes da pandemia, a depresséao ja figurava como um dos transtornos
mentais mais prevalentes em todo o mundo (HERRMAN et al., 2022). Porém, um
aumento substancial, especialmente entre mulheres e os mais jovens, foi estimado
na prevaléncia e carga global do transtorno depressivo maior e de ansiedade pelo
estudo sobre o impacto da pandemia realizado em 2020 (COVID-19 MENTAL
DISORDERS COLLABORATORS, 2021). Os aumentos na prevaléncia estiveram
associados a elevacao das taxas de infeccdo e a reducdo da mobilidade humana.
Esses dois indicadores de impacto do COVID-19 foram incorporados aos efeitos
combinados de outros fatores, como disseminacao do virus, blogueios, fechamento
de escolas e empresas, diminuicdo das interacées sociais, entre outros. Os paises
mais atingidos pela pandemia em 2020 tiveram 0s maiores aumentos na prevaléncia
desses transtornos (COVID-19 MENTAL DISORDERS COLLABORATORS, 2021).

A depressdo € um disturbio complexo que provavelmente envolve uma
infinidade de circuitos e, apesar de décadas de pesquisas, assim como, 0 impacto
na carga total de doencas de salde mental, sua etiologia e fisiopatologia ainda nao
estdo totalmente elucidadas (BELUJON; GRACE, 2017). A patogénese da
depressao apresenta causas multifatoriais, resultando da desregulacéo de diversos
neurotransmissores e sistemas metabdlicos. Nesse contexto, o envolvimento da
reducdo de neurotransmissores monoaminérgicos ou a modificacdo dos seus
receptores, a desregulacdo do eixo hipotalamo-hipdéfise-adrenal (HPA), o processo
inflamatorio, o estresse oxidativo e a disfuncdo de fatores neurotroficos tém sido
historicamente apontados. Além disso, a via glutamatérgica também apresenta
potencial envolvimento indireto na etiologia da doenca (FERRARI; VILLA, 2017,
LEONARD, 2014; VILLAS BOAS et al., 2019).

De acordo com a teoria das monoaminas, as disfuncbes serotoninérgicas e
noradrenérgicas estao intimamente relacionadas a episédios depressivos. Assim,

medicamentos classicos utilizados na pratica clinica tém por objetivo farmacologico
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aumentar a concentragdo de monoaminas na fenda sinaptica, através dos inibidores
da recaptacdo de serotonina, noradrenalina ou de ambas (CLEARE, 2004; VILLAS
BOAS et al., 2019). Evidéncias do envolvimento do sistema dopaminérgico na
depressdo sdo menos robustas. No entanto, os efeitos da dopamina estéo ligados a
regulagao do humor, sistema recompensa e circuitos motivacionais. Por essa razao,
antidepressivos especificos tém sido usados para aumentar os niveis de dopamina,
inibindo sua recaptacdo ou agindo como agonista do receptor dopaminérgico
(CAMARDESE et al., 2014).

Diversas evidéncias também descrevem o envolvimento do estresse
ambiental no desenvolvimento da depressdo (PAYKEL, 2001). Varios circuitos e
mediadores sdo compartilhados entre estresse e depresséo, fato que interfere no
curso clinico da doenca. Portanto, a desregulacdo da resposta ao estresse causa
alteragcbes morfofuncionais no SNC, que pode desencadear a depressédo (GOLD;
MACHADO-VIEIRA; PAVLATOU, 2015). Pacientes depressivos apresentam
aumento da secrecdo de cortisol, mecanismos disfuncionais de resposta aos
glicocorticéides, aumento da secrecdo de horménio adrenocorticotréfico (ACTH) e
alteracdo dos niveis do fator de liberacdo de corticotrofina (CRF) (JESULOLA,
MICALOS; BAGULEY, 2018).

A regulacdo positiva da inflamacdo na depressdo também tem sido
confirmada em varias investigagcbes (PAUDEL et al., 2018). Pacientes com
depressdo apresentam desregulacdo nos sinais quimicos da resposta inflamatoria,
como o aumento da concentracdo de mediadores de fase aguda, aumento da
expressao de citocinas pro-inflamatorias e seus receptores, além de altos niveis de
guimiocinas e moléculas de adesao (VILLAS BOAS et al., 2019). Varios processos
conhecidos da fisiopatologia depressiva podem sofrer interferéncia da ativacéo
central exacerbada da resposta inflamatoria, incluindo estresse oxidativo,
neurogénese e apoptose (BEN MENACHEM-ZIDON, 2008; GOSHEN et al., 2007).
Portanto, a eficacia antidepressiva dos anti-inflamatérios também foi relatada
(MILLER; RAISON, 2016).

O envolvimento do estresse oxidativo com o0s transtornos depressivos
também tem sido alvo de extensa pesquisa nos ultimos anos. Diversos trabalhos
destacam que o desequilibrio oxidativo desempenha um papel fundamental na
etiologia da depresséo e, assim, a mesma tem sido relacionada ao aumento de

radicais livres e reducao da concentracdo de antioxidantes (WIGNER et al., 2018).
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Dessa maneira, pessoas acometidas pela doenca apresentam baixos niveis de
vitamina E, &cido Urico, albumina, glutationa e niveis alterados de catalase e
superoxido dismutase (WIGNER et al., 2018).

Além desses fatores fisiopatologicos ja citados, a reducdo do fator
neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) apoia a hipotese neurotrofica da
depressdo. A neuroplasticidade tem sido relacionada a estimulos de estresse.
Condicoes de estresse podem gerar mudancas noS processos neurais e na
contagem de neurbnios (FERRARI; VILLA, 2017). Os transtornos depressivos
podem estar intimamente ligados a esse comprometimento da plasticidade estrutural
e da resiliéncia celular, com destaque para a deficiéncia de fatores neurotroficos,
como o BDNF e a neurotrofina-3 (MANJI; DREVETS; CHARNEY, 2001; SHARMA et
al., 2016).

Nas estruturas de controle do humor, como o hipocampo e o cértex pré-
frontal, a transmisséo sinaptica é comprometida pela redu¢cdo de BDNF. Além disso,
a reducdo de BDNF também diminui a neurogénese. E importante notar que o
aumento das concentracbes de monoaminas gerado pelos medicamentos
antidepressivos atuais estimula, através de mecanismos adaptativos, a regulacao
positiva do BDNF (COBB et al., 2013; DUMAN, 2002; DUMAN; LI, 2012). Portanto,
de acordo com as teorias monoaminérgica e inflamatéria, o BDNF esta envolvido
com os demais fatores etioldgicos relacionados a depresséo (VILLAS BOAS et al.,
2019).

Embora varias vias estejam relacionadas ao desenvolvimento da depressao,
o cortex pré-frontal e o hipocampo tém sido frequentemente implicados na
fisiopatologia e progressdo da doenca (BELLEAU; TREADWAY; PIZZAGALLI,
2019). Estruturalmente, o hipocampo compde o Sistema Limbico e estd conectado
por fibras nervosas a areas cerebrais associadas a emoc¢ao, como 0 cortex preé-
frontal e a amigdala. O hipocampo apresenta muitos receptores de glicocorticéides e
glutamato, modulando o eixo HPA e o tornando mais propenso ao estresse e a
depressao (LIU et al., 2017). O cértex pré-frontal esta intimamente relacionado a
depressao por ser uma area cerebral de controle do comportamento, envolvido na
regulacdo do afeto, incluindo emocdes negativas, e na modulacdo de funcbes
cognitivas, como a motivacdo, acao direcionada e controle da atencéao (LIU et al.,
2017).
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Diversos estudos meta-analiticos evidenciaram que individuos depressivos
apresentam volumes reduzidos do hipocampo e cortex pré-frontal em comparacao a
controles saudaveis (figura 2) (BELLEAU; TREADWAY; PIZZAGALLI, 2019; LIU et
al., 2017). As reducdes estruturais foram associadas a marcadores de progressao
da doenca, como o maior numero de episédios depressivos, maior tempo de
duracdo e ocorréncia de depressdo refrataria. Além disso, as estimativas
morfolégicas foram impactadas pela utilizacdo de antidepressivos, através do
aumento dos volumes de ambas as areas cerebrais. No entanto, a presenca de
outras comorbidades psiquiatricas implica em reducdes volumétricas mais
pronunciadas (BELLEAU; TREADWAY; PIZZAGALLI, 2019).
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Figura 2: Anormalidades estruturais cerebrais em pacientes depressivos.
Fonte: Modificado de aan het Rot, Mathew e Charney (2009).

Os transtornos psiquiatricos, como os de ansiedade e de humor, comumente
acontecem simultaneamente ao transtorno por uso de alcool. O transtorno
depressivo € a condicdo de saude mental mais prevalente entre individuos com
transtorno por uso de alcool. Essa ocorréncia concomitante esta relacionada ao
agravamento e pior prognostico para ambos os transtornos quando comparado aos
mesmos de maneira isolada, incluindo um maior risco de comportamento suicida
(MCHUGH; WEISS, 2019).
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1.1.2 CONSUMO DE ALCOOL E DEPRESSAO

O alcool é uma das mais antigas substancias psicoativas e se mantém como
a droga neurotoxica mais utilizada pelas pessoas (BOUTROS; SEMENOVA,
MARKOU, 2014). Em virtude do baixo custo, ampla disponibilidade e ser de f4cil
acesso, o consumo de alcool é favorecido em todo o mundo (WHO, 2014). Contudo,
0 seu uso abusivo € um grave problema de Saude Publica com consequéncias
sociais e varias complicacdes clinicas, como altera¢cdes comportamentais, distarbios
metabdlicos e insuficiéncia hepatica (LISDAHL et al.,, 2013; PREEDY; WATSON,
2004). Cerca de 3 milhdes de mortes por ano sdo atribuidas ao alcool, que esta
entre as principais causas de morte evitavel no mundo todo (WITKIEWITZ; LITTEN;
LEGGIO, 2019).

A forma mais comum do uso indevido de alcool entre adolescentes e adultos
jovens é o binge drinking (consumo intermitente e episédico de etanol),
caracterizado pelo consumo de altas doses de alcool em um curto periodo seguido
por um periodo de abstinéncia (CREGO et al.,, 2010; JACOBUS; TAPERT, 2013;
PETIT et al., 2013). Esse padrdo de consumo resulta em niveis de alcool no sangue
de 0,08 g/dL ou mais, geralmente alcancado apds o consumo de quatro ou mais
doses para mulheres ou cinco ou mais doses para homens, em um periodo de 2
horas (FLORES-BONILLA; RICHARDSON, 2020). Além disso, a forma de binge da
utilizacéo do alcool acontece, de maneira mais frequente, trés dias por semana entre
os adolescentes (PILATTI et al., 2018). Nessa fase, a intoxicagdo causada pelo uso
excessivo de alcool compromete as habilidades fisicas e mentais dos individuos
(FLORES-BONILLA; RICHARDSON, 2020). No Brasil, esse padrao de consumo
vem aumentando entre o género feminino, particularmente entre 0os mais jovens,
indicando que esse grupo passou a apresentar maiores riscos relacionado aos
efeitos deletérios do alcool (FERNANDES et al., 2018).

Apesar de pesquisas de grandes grupos populacionais sugerirem que a
prevaléncia de depresséao induzida pelo alcool é pequena, evidéncias apontam que o
consumo de alcool atua como um fator de risco para a incidéncia de depresséao,
visto que pessoas com transtorno por uso de alcool em comparacdo as que nao
possuem foram 2,3 vezes mais propensas a apresentar depressao durante doze

meses de analise dessa associacdo (GRANT et al., 2004). Além disso, quase 33%
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dos pacientes em tratamento para o transtorno por uso de alcool apresentaram
sintomas depressivos. De fato, pacientes com transtorno por uso de alcool em
tratamento apresentaram prevaléncia muito maior de transtorno depressivo induzido
por substancias, quando comparados com avaliacbes de amostras da populacao
geral (MCHUGH; WEISS, 2019).

Estudos que avaliaram o desenvolvimento simultdneo de transtorno por uso
de alcool e depressao relataram evidéncias mistas. Alguns trabalhos indicam que a
depresséo, geralmente, precede o inicio do transtorno por uso de alcool, enquanto
outros sugerem a relacdo inversa. Além disso, alguns estudos descrevem que a
ordem varia de acordo com o sexo, indicando que as mulheres sdo mais suscetiveis
a ter o inicio de depressao mais precoce que os homens (MCHUGH; WEISS, 2019).
Apesar dos estudos apresentarem dados contrastantes na avaliacdo concomitante
entre a etiologia da depressédo e o transtorno por uso de éalcool, a intima relacdo
entre os dois disturbios é bem estabelecida, incluindo em estudos pré-clinicos.

1.2 Modelo de depresséao induzida por alcool

A administracéo de alcool em padrédo binge em animais na adolescéncia induz
comprometimentos neurocomportamentais e motores, assim como déficits cognitivos
associados ao dano oxidativo em areas centrais, como o coértex pré-frontal e o
hipocampo, sendo um paradigma bem estabelecido pelo nosso grupo de pesquisa.
A administracéo oral de alcool na dose de 3 g/kg/dia em um Unico episédio de binge
alterou o tecido hepético, promoveu comprometimento motor e perfil ansiogénico em
roedores. O tratamento alcodlico em 4 e 5 repetidos ciclos de binge, além de agravar
o dano hepatico, oxidativo e motor, persistir com o efeito ansiogénico e promover
deéficits de memdria, induz perfil do tipo aneddnico ao reduzir o tempo de
autolimpeza no teste splash, e perfil do tipo depressivo ao aumentar o tempo de
imobilidade no teste do nado forcado (BELEM-FILHO et al., 2018; FERNANDES et
al., 2018a; FERNANDES et al., 2018b; LAMARAO-VIEIRA et al., 2019;
NASCIMENTO et al., 2020; QUEIROZ et al., 2022).

Varios estudos descreveram a intima relacdo do perfil depressivo induzido
pelo alcool com alteragbes em fatores neurotréficos (BRIONES; WOODS, 2013;
CALDWELL et al.,, 2008; HAUSER et al., 2011), em parametros do estresse
oxidativo (BELEM-FILHO et al., 2018; FERNANDES et al., 2018b; LAMARAO-
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VIEIRA et al., 2019; NASCIMENTO et al., 2020; QUEIROZ et al., 2022) e em
citocinas pro-inflamatérias (figura 3) (RAISON; CAPURON; MILLER, 2006).
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Figura 3: Mecanismos fisiopatoldgicos relacionados aos efeitos deletérios do consumo de etanol.
Abreviacdes: BDNF: fator neurotréfico derivado do cérebro, COX-2: cicloxigenase 2, IL-1B:
interleucina-1B, IL-6: interleucina-6, iINOS: 6xido nitrico sintase induzivel, MAPK: proteina quinase
ativada por mitbgeno, NF-kB: fator nuclear kappa B, NMDA: N-metil-D-aspartato, NO: 6xido nitrico,
NOS: oxido nitrico sintase, TNF-a: fator de necrose tumoral a.

Fonte: Modificado de Luz et al. (2021).

Evidéncias tém demonstrado que a exposi¢ado ao alcool reduz a expresséao de
RNAmM de BDNF em diferentes areas do SNC de roedores, como o hipocampo e o
cortex pré-frontal (BRIONES; WOODS, 2013; CALDWELL et al., 2008; HAUSER et
al., 2011; MACLENNAN; LEE; WALKER, 1995; TAPIA-ARANCIBIA et al., 2001).
Além disso, algumas dessas investigagfes demonstraram que a regulacdo negativa
de BDNF esteve associada a comportamento do tipo depressivo induzido pelo alcool
(BRIONES; WOODS, 2013; CALDWELL et al., 2008; HAUSER et al., 2011). Briones
e Woods (2013) também reportaram que a exposicdo ao alcool durante a
adolescéncia reduziu a capacidade do BDNF de ativar o receptor da tropomiosina
quinase B (TrkB), reduzindo também a sobrevivéncia e diferenciacdo de células

progenitoras neurais (NPCs).
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Além do BDNF, a proteina S100B também pode agir como fator neurotrofico.
S100B é uma proteina &cida que se liga ao calcio e influencia varias respostas
celulares, sendo encontrada principalmente no tecido do SNC. Por sua atuacao no
tecido nervoso, a proteina tem sido investigada como um biomarcador em
transtornos neuropsiquiatricos, como a depressao (KROKSMARK; VINBERG, 2018;
SCHROETER et al., 2013).

A atividade de S100B no SNC varia de acordo com o local e concentracao.
No espaco intracelular, a proteina tem efeito proliferativo, enquanto fora da célula,
secretada ou vazada por lesdo, o efeito pode ser trofico ou téxico a depender da sua
concentracdo. Em concentracdes nanomolares, S100B possui atividade neurotrofica,
estimulando o crescimento e a diferenciacdo de neurdnios e astrocitos. Em
concentragbes micromolares, pode induzir apoptose (figura 4) (SCHROETER et al.,
2013).
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produtos finais de glicagdo avancada, NO: 6xido nitrico, IL-1B: interleucina-18, IL-6: interleucina-6,
TNF-a: fator de necrose tumoral a.
Fonte: Autor.

Em estudos pré-clinicos, o aumento da expressao de S100B no hipocampo foi
associado a comportamentos do tipo depressivo apds 0 estresse crénico.
Contrariamente, um trabalho descreveu a reducdo de S100B hipocampal em ratos
adultos apos estresse leve crbnico, efeito que foi revertido pelo tratamento com
fluoxetina (FRANKLIN; XU; DUMAN, 2018). Apesar do mecanismo pelo qual S100B
induz sintomas depressivos ainda nao esteja elucidado, existe uma forte relacao
entre a depressdo e alteracdes centrais e periféricas de S100B em pacientes
acometidos (SCHROETER et al., 2013).

Abordando a influéncia do &lcool na expressdo de S100B, varias evidéncias
surgiram através de estudos pré-clinicos de que a intoxicacao alcodlica grave induz
danos celulares cerebrais agudos, que pode ser a causa de altos niveis séricos de
S100B observados (BRIN; BORUCKI; AMBROSCH, 2011). Além disso, ha
evidéncias de que o consumo de alcool em padrdo binge reduz a quantidade
necessaria para gerar dano cerebral em ratos em desenvolvimento (FADDA;
ROSSETTI, 1998).

Durante a ingestdo cronica de alcool, ocorre uma modulacdo positiva
compensatéria de receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) glutamatérgicos
(WEDEKIND et al., 2011). A exposicdo ao etanol e a ativacdo patoldgica desses
receptores produzem neurodegeneracdo do hipocampo (PRENDERGAST et al.,
2004). A excitotoxicidade glutamatérgica e o desequilibrio do célcio intracelular
podem elevar a expressdo de S100B (VIZUETE et al., 2022). Outra estreita relacao
de S100B acontece com o ACTH. A proteina também €& secretada na hipofise apos
estimulacdo do eixo HPA e secrecdo de ACTH. O etanol, por sua vez, altera a
atividade do eixo HPA e estimula a secre¢do do horménio (RIVIER, 1996).

Altas concentracdes de S100B provocam a morte neuronal de forma direta
através da estimulacdo excessiva do receptor para produtos finais de glicacéo
avancada (RAGE) e indireta através da ativacédo dependente de RAGE da microglia
e de astrocitos, os quais liberam 6xido nitrico (ON) e fatores pro-inflamatérios, como
a interleucina-1p (IL-1B), interleucina-6 (IL-6) e fator de necrose tumoral a (TNF-a),
contribuindo para apoptose e neuroinflamacéo tecidual (LANGEH; SINGH, 2021;
SORCI et al., 2010).
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De fato, a excitotoxicidade provoca a geracao de radicais livres, contribuindo
para o desequilibrio oxidativo (COLLINS; NEAFSEY, 2012). A resposta inflamatoria
tardia causada pelo estresse oxidativo aumenta a producédo de espécies reativas de
oxigénio, que, por sua vez, acentuam o processo inflamatério. Dessa forma, o
estresse oxidativo e a resposta inflamatoria constituem as principais vias envolvidas
nos comprometimentos desencadeados pelo consumo de alcool (COLLINS;
NEAFSEY, 2012; DONG; WANG; QIN, 2009; TAPIA-ROJAS et al., 2018).

Como ja mencionado, estudos clinicos e pré-clinicos apontam o importante
papel do estresse oxidativo na fisiopatologia da depressdo (WIGNER et al., 2018).
Além disso, evidéncias robustas reportam que a elevacdo central e periférica de
citocinas pré-inflamatérias, como a IL-1B, IL-6 e TNF-a, também contribui para
comportamentos depressivos (RAISON; CAPURON; MILLER, 2006). A elevacéo
dessas citocinas destacada pelo estresse oxidativo, que ocorre pela ativacédo de vias
de transducdo através de receptores do tipo toll (TLR), incluindo a via do fator
nuclear kappa B (NF-kB), altera o metabolismo da serotonina, noradrenalina e
dopamina em areas do SNC importantes para a regulacdo emocional, psicomotora e
recompensa, estimula hormonios do eixo HPA, como o CRF, além de comprometer
fatores neurotréficos, como o BDNF (figura 5) (RAISON; CAPURON; MILLER, 2006).



31

Stress
F’VN\
Depression Pitutary
Dorsal vagal =" ‘\ T G T
complex 0% AR
ACTH /4 \%,
) h = "a, o
/ n;j‘/ o/ Qs
j;f & / Infiammation
&7 «Q’Q ‘ ' Pro-nfiammatory
n .;5’7:-* &7 (@ TNF o° ° p cytokings
Adrenal gland Lt°e o | Chemokines
renal gia i NE P IL-& o -MW Bocuies
> . T Acute phass reactants

e =
ACh® o °'uARmdﬂAR

“\\ 3 (b)
a7TPACHR

] LR Macrophage

Indection, tissue
damage or destructon

Figura 5: Interagdes das citocinas pré-inflamatérias em outros fatores fisiopatolégicos da depresséo.
Abreviacdes: 5-HT: serotonina, ACTH: horménio adrenocorticotréfico, ACh: acetilcolina, BDNF: fator
neurotréfico derivado do cérebro, CRH: hormdnio liberador de corticotrofina, DA: dopamina, GR:
receptores de glicocorticoides, IL-1: interleucina-1, IL-6: interleucina-6, MAPK: proteina quinase
ativada por mitdgeno, NF-kB: fator nuclear kappa B, NE: noradrenalina, PVN: nlcleo paraventricular,
TLR: receptor do tipo toll, TNF-a: fator de necrose tumoral a.

Fonte: Modificado de Raison, Capuron e Miller (2006).

As citocinas acessam 0 SNC e aumentam a sintese de mediadores
inflamatorios locais, como a cicloxigenase 2 (COX-2), prostaglandina E2 (PGE2),
ON, além de outras citocinas e quimiocinas, estando também associadas ao
desequilibrio oxidativo (FELGER; LOTRICH, 2013). Evidéncias apontam que essas
citocinas podem reduzir a funcdo do transportador vesicular de monoaminas 2,
aumentar a expressao dos transportadores de serotonina e dopamina, com aumento
da recaptacdo na fenda sindptica, induzir a sintese da enzima indoleamina 2,3-
dioxigenase, que degrada o triptofano, principal precursor da serotonina, e interferir
na sinaliza¢ao do receptor TrkB, reduzindo BDNF (FELGER; LOTRICH, 2013; NG et
al., 2018).
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O protocolo de exposicao alcodlica em padréo binge induz um desequilibrio
bioguimico oxidativo caracterizado, entre outros, pela alteracdo nos niveis de
malondialdeido (MDA), glutationa reduzida (GSH) e na capacidade antioxidante
equivalente ao Trolox (TEAC) (FERNANDES et al., 2018b; LAMARAO-VIEIRA et al.,
2019; QUEIROZ et al., 2022). O MDA é um importante biomarcador relacionado a
peroxidagdo lipidica dos acidos graxos de fosfolipidios da membrana plasmatica,
que reagem com o oxigénio produzindo hidroperéxidos lipidicos (AYALA; MUNOZ;
ARGUELLES, 2014). A glutationa, um indicador do estado redox celular, apresenta
véarias funcgdes antioxidantes, atuando como cofator das glutationas peroxidases, as
quais reduzem o peroxido de hidrogénio e os hidroperoxidos lipidicos (CHA et al.,
2017). O TEAC é um ensaio que avalia a capazidade antioxidante total e tem por
objetivo principal inibir reacdes de lipoperoxidacdo (HUANG; OU; PRIOR, 2005).

A administracdo de alcool em padrdo binge também foi responsavel pelo
aumento de citocinas e mediadores pré-inflamatérios, como Oxido nitrico sintase
induzivel (INOS) e COX-2 no cortex pré-frontal de camundongos adultos jovens
tratados na adolescéncia (MONTESINOS et al., 2015), e de interleucina-17A (IL-
17A), IL-1B, proteina quimiotatica de mondcitos 1 (MCP-1), proteina inflamatoria de
macrofago 1a (MIP-1a) e fractalcina no cortex pré-frontal de camundongos fémeas
adolescentes (PASCUAL et al., 2017). Estudos em modelos animais e humanos
também revelaram que o protocolo aumenta a expressao de TLRs, TNF-a, IL-18 e
alarminas em diferentes regifes do cérebro adolescente (PASCUAL; MONTESINOS;
GUERRI, 2018). O modelo animal de exposicdo alcodlica em padrdao binge é uma
ferramenta importante para avaliar os efeitos deletérios do etanol, incluindo a
inducdo de comportamentos do tipo depressivo, no atual cenario dos problemas de
saude mental.

Devido a elevacgdo progressiva de transtornos mentais nas ultimas décadas,
seguido do agravamento dos indicadores de saude mental gerados pela pandemia,
além das dificuldades de acesso aos tratamentos convencionais, houve o0 aumento
do interesse por recursos terapéuticos de praticas integrativas e complementares,
como a aromaterapia, que possam prevenir e recuperar tais distarbios, incluindo a
depressdo (BARNETT et al., 2021; OZLU et al., 2022).

1.3 Aromaterapia
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Varias condi¢fes dificultam o tratamento dos transtornos de saude mental,
como fatores negativos relacionados aos farmacos sintéticos, incluindo a ocorréncia
de reacOes adversas e terapia ineficaz, o uso incorreto ou abuso de medicamentos e
pela falta de acesso ao tratamento farmacoldgico classico por um grande percentual
da populagdo mundial. Nesse contexto, as terapias alternativas e o uso terapéutico
de bioativos naturais, especialmente dos derivados de plantas, constituem a primeira
grande ferramenta para o tratamento de muitas doencas (MELO et al., 2021,
RATES, 2001; WHO, 2011).

A Politica Nacional de Préticas Integrativas e Complementares foi instituida
no Sistema Unico de Salde (SUS) pela portaria N° 971, de 3 de maio de 2006
(BRASIL, 2006). Apartir das Portarias N° 849, de 27 de marco de 2017 e N° 702, de
21 de marco de 2018, o Ministério da Saude expandiu suas politicas nacionais de
praticas integrativas e complementares em saude no ambito do SUS, e nesse
sentido, a aromaterapia passou a compor a lista de procedimentos disponibilizados
entre 24 novas praticas integrativas (BRASIL, 2017; BRASIL, 2018).

A aromaterapia € uma pratica complementar em crescente expansao no
mundo todo, movimentando anualmente cerca de 30 bilhGes de ddlares nos Estados
Unidos, e com expectativa de crescimento para 5 trilhdes de dolares para o mercado
global até 2050 (FARRAR; FARRAR, 2020). No entanto, suas aplicacdes atuais
remontam a proposicdes realizadas no século passado, quando René Gattefossé,
um quimico e perfumista francés, elaborou o termo aromaterapia e publicou um livro
com o0 mesmo nome (GATTEFOSSE, 1993). Esta pratica é definida como o uso
terapéutico de Oleos essenciais de plantas aromaticas, realizada por inalagéo,
massagem ou banho para a salude e bem-estar fisico, emocional e espiritual,
integrando o campo maior da fitoterapia, e sendo muito utilizada para aliviar dores e
transtornos psiquiatricos, incluindo ansiedade e depressdo (COOKSLEY, 1996;
FREEMAN et al., 2019).

Através do trato respiratério e da pele, os componentes volateis acessam o
corpo humano, interagindo com o sistema limbico e regulando a sinaliza¢éo para o
hipotalamo (HER; CHO, 2021). Pela inalacdo, os constituintes dos 0leos essenciais
provocam sinalizacbes no sistema olfatorio e estimulam a liberagdo de
neurotransmissores, como serotonina e dopamina pelo SNC, melhorando, assim,

sintomas de transtornos mentais, incluindo a depresséao (LV et al., 2013).
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De fato, a via intranasal é estrategicamente importante, possuindo certas
vantagens em detrimento da via oral e intraperitoneal, sendo um método né&o
invasivo que fornece transporte rapido e direto de compostos para o SNC,
envolvendo possivelmente o nervo olfatério, além da via sistémica (PARDESHI,
BELGAMWAR, 2013). A anatomia e fisiologia nasal contribuem para o mecanismo
de transporte de substancias da cavidade nasal para o cérebro (LOCHHEAD;
THORNE, 2012).

A regido olfatoria constitui apenas 3 a 5% da area total de superficie da
cavidade nasal, mas tem papel importante relacionado a administracdo de
medicamentos intranasais (ILLUM, 2004). Os axo0nios de neurdnios sensoriais
olfatérios penetram a camada epitelial basal e convergem com axénios adicionais
para formar feixes na lamina prépria subjacente. O nervo olfatério, entdo, atravessa
a placa cribriforme do osso etmdide para entrar na cavidade craniana e fazer
sinapse no bulbo olfatdrio. Assim, a informacéo olfativa é enviada a varias areas do
SNC, como o nucleo olfatério anterior, tubérculo olfatorio, cértex piriforme, amigdala
e cortex entorrinal (figura 6) (LOCHHEAD; THORNE, 2012; PETERSON et al.,

2014).
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Figura 6: Anatomia nasal referente a via intranasal.
Fonte: Carson (2015).

Os mecanismos e vias especificas que moléculas utilizam para atravessar o
epitélio nasal em direcdo ao SNC néo sao totalmente esclarecidos. Alguns estudos
sugerem que a passagem ocorre através do nervo olfatério do epitélio nasal para o
bulbo olfatorio. Para que substancias acessem locais centrais ap0s administracao
intranasal, € necessario o transporte através de barreiras epiteliais, transporte da
mucosa nasal para locais proximos da superficie cerebral pial e dispersdo para
ouras regides do SNC (LOCHHEAD; THORNE, 2012). A relacdo anatémica peculiar
entre a cavidade nasal e o encéfalo fornece uma via direta para que compostos
contornem a barreira hematoencefalica e acessem o SNC (LOCHHEAD; THORNE,
2012; PETERSON et al., 2014). Além disso, por conta da lipofilicidade, os
constituintes dos 6leos essenciais sdo capazes de atravessar a barreira
hematoencefalica e interagir com o SNC (BAGETTA et al., 2010; ORAFIDIYA et al.,
2004).
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Desse modo, diversos estudos foram realizados demonstrando o efeito da
aromaterapia sobre fatores fisicos, mentais e psicolégicos humanos através da
elevacdo do humor, reducdo do estresse, estimulacdo do relaxamento muscular e
melhora da qualidade do sono (ALI et al., 2015; HER; CHO, 2021; SMITH; KYLE,
2008). Outras investigacdes descreveram que a aromaterapia baseada nos 6leos
essenciais de lavanda (Lavandula angustifolia Mill.), bergamota (Citrus bergamia
Risso) e laranja (Citrus sinensis L.) promoveu a regulagcdo do humor e reduziu a
sintomatologia do estresse, ansiedade e depressdo de pacientes submetidos a
cirurgias, métodos invasivos, exames endoscopicos, hemodidlise e procedimentos
odontoldgicos. Além disso, a inalacao dos 6leos essenciais de ylang ylang (Cananga
odorata Hook.), hortela pimenta (Mentha piperita L.) e hortela (Mentha spicata L.) por
humanos apresentou efeitos “harmonizantes” (AGATONOVIC-KUSTRIN et al., 2020;
SUGAWARA et al., 2013).

Com o quadro de prevaléncia e expectativa de aumento, principalmente apos
o surgimento da pandemia do COVID-19, além do impacto sobre a morbidade e
mortalidade, especialmente entre mulheres e jovens, da carga global de transtornos
mentais torna-se fundamental a inclusdo de praticas integrativas e complementares
no rol de procedimentos ofertados aos pacientes (BARNETT et al., 2021; OZLU et
al., 2022). Além disso, diante desse contexto, tdo fundamental quanto a insercéo de
tratamentos complementares € a investigacdo e descoberta de novos compostos
capazes de interagir com o SNC. Assim, 0s 0leos essenciais se destacam, pois além
da sua utilizacdo na aromaterapia, eles sdo possiveis fontes para pesquisas e
desenvolvimento de novos medicamentos que possam auxiliar no tratamento dos
transtornos mentais, como a depressao (GURIB-FAKIM, 2006; ZHANG et al., 2021).

1.3.1 OLEOS ESSENCIAIS

Os o6leos essenciais sao liquidos oleosos e hidrofébicos altamente
concentrados formados por compostos complexos, volateis e naturais,
caracterizados por forte odor, e sédo produzidos por plantas aromaticas como
metabdlitos secundarios (SATTAYAKHOM; WICHIT; KOOMHIN, 2023; WANI et al.,
2021). Sao obtidos de diferentes partes do material vegetal, como raizes, frutas,
madeira, cascas, galhos, folhas, sementes, brotos, rizomas, flores e, em certas

espécies botéanicas, de toda a planta. Os 6leos essenciais sdo armazenados em
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células secretoras, canais, cavidades, células epidérmicas ou tricomas glandulares,
e sdo extraidos geralmente por técnicas de arraste a vapor ou hidrodestilacdo
(SATTAYAKHOM; WICHIT; KOOMHIN, 2023; WANI et al., 2021).

Terpendides e fenilpropandides sdo 0s constituintes volateis presentes nos
Oleos essenciais, determinando suas caracteristicas organolépticas e diversas
propriedades bioldgicas. A variacdo de odor e sabor dos 6leos essenciais depende
de varios fatores, incluindo o tipo vegetal, localizacdo geografica, época de colheita,
meétodos de secagem e técnicas envolvidas na extracao (SATTAYAKHOM; WICHIT,;
KOOMHIN, 2023).

Historicamente, os 6leos essenciais tém sido usados na medicina tradicional
por suas propriedades observadas na natureza, como as atividades antibacteriana,
antifingica e inseticida. A partir do século XIX, também houve o aumento da sua
utilizacdo como ingredientes de aroma e sabor. Cerca de 300 6leos essenciais
dentre trés mil conhecidos s&o comercialmente importantes, particularmente para as
industrias farmacéutica, alimenticia, agronémica, sanitaria, cosmética e de
perfumaria (WANI et al., 2021).

Estudos relataram as iniUmeras propriedades biolégicas dos 6leos essenciais,
gue incluem atividades sobre o SNC, como aliviar o estresse, reduzir a ansiedade e
tratar a depressdo (RAMSEY et al., 2020). Nesse sentido, o 6leo essencial de pau-
rosa (OEPR) (Aniba rosaeodora Ducke, Lauraceae) € utilizado na medicina
tradicional amazénica, entre outras propriedades, por seus efeitos anticonvulsivante
e antidepressivo (LAWLESS, 2002; PRICE; PRICE, 1999).

1.3.2 OLEO ESSENCIAL DE PAU-ROSA

A familia Lauraceae é considerada a mais diversa em plantas lenhosas,
sendo conhecidas cerca de 50 géneros e 2.500 a 3.000 espécies distribuidas em
latitudes tropicais e subtropicais (XAVIER et al., 2021). O género Aniba é um
membro dessa familia e apresenta grande valor ecolégico e econdmico (CONTIM et
al., 2005). O alto valor econémico se da por conta do 6leo essencial encontrado em
grande quantidade principalmente no lenho das espécies do género (MARQUES,
2001). E constituido por 48 espécies neotropicais que ocorrem na América central e
América do Sul, com mais de 50% localizadas na Amazbnia brasileira
(MABBERLEY, 1990; XAVIER et al, 2021). Ap6s séculos de exploragédo
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desordenada na regido amazbnica e o grande interesse comercial que o género
Aniba desperta, varias espécies estdo extintas ou em perigo de extincdo, a exemplo
da Aniba rosaeodora Ducke (figura 7) (ALCANTARA et al., 2010).

Figura 7: Voucher (painel A), folhas (painel B) e tronco (painel C) de Aniba rosaeodora Ducke (pau-
rosa).
Fonte: Flora e Funga do Brasil (2023) (painel A); modificado de Preedy (2015) (painéis B e C).

Esta espécie possui os nomes vernaculos no Brasil de pau-rosa, pau-rosa-
italba, pau-rosa-mulatinho e pau-rosa-imbauba. Na Guiana Francesa e Franca é
denominada de bois de rose femelle, na Guiana de cara-cara, no Suriname de enclit
rosenhout e nos Estados Unidos e Inglaterra de rosewood. Além disso, na regiao
amazobnica, ela também é conhecida como o “verdadeiro pau-rosa” (SAMPAIO;
FERRAZ; CAMARGO, 2003).

O pau-rosa é uma arvore perene encontrada predominantemente em areas
de terra firme Umida, mas também esta presente em areas de campinarana, com
preferéncias por platés e nascentes de igarapés. Possui uma distribuicdo geografica
ampla, ocorrendo em toda a bacia amazonica, incluindo os estados brasileiros do
Acre, Amapa, Amazonas, Para e Roraima, além das por¢cdes amazbnicas da
Guiana, Venezuela, Peru e Colédmbia (PREEDY, 2015). Sua &rvore caracteriza-se

por ser de grande porte, em que suas dimensdes podem atingir os 30 metros de
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altura por 2 metros de didmetro. Além disso, possui tronco reto, cilindrico e uma
casca pardo-amarelada ou avermelhada que se desprende facilmente em grandes
placas. A sua copa estreita ou ovalada ocupa o dossel superior ou intermediario da
floresta (PREEDY, 2015; SAMPAIO; FERRAZ; CAMARGO, 2003).

Possui grande importancia econdmica no mercado internacional,
especialmente para a industria de cosméticos, devido a extracdo do seu Oleo
essencial constituido majoritariamente por linalol (80-97%), o qual € utilizado como
constituinte de perfumes (figura 8). Embora o linalol esteja presente em todas as
partes da arvore, o Oleo essencial é extraido geralmente da madeira (LAWLESS,
2002; LETIZIA et al., 2003). Nas ultimas décadas, as exportacbes do 6leo tém
declinado. Varios fatores contribuem para essa reducéo, incluindo fontes vegetais
em estado de exaustdo, altos custos de logistica e producdo, regulamentactes
governamentais mais rigorosas e o comércio do linalol sintético produzido pela
industria (MAIA et al., 2007).
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Figura 8: Linalol.
Fonte: Modificado de Santos et al. (2022).
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Na medicina tradicional, o 6leo de pau-rosa € usado como analgésico,
antimicrobiano, antisséptico, bactericida, anticonvulsivante, antidepressivo,
afrodisiaco, regenerador de tecidos, tonico e contra a insonia (LAWLESS, 2002;
PRICE; PRICE, 1999). Com base nos relatos da utilizagdo etnofarmacolégica do
Oleo foram realizadas investigacdes a respeito das suas atividades biolégicas. Os
estudos relataram que o OEPR apresentou potencial acdo anticancerigena ao
induzir seletivamente apoptose em células pré-cancerosas e cancerosas de pele
(SOEUR et al., 2011), quando também induziu sedacdo 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). O OEPR rico em linalol
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também induziu bradicardia vaso-vagal e reflexo depressor em ratos (SIQUEIRA et
al., 2014). Alem disso, demonstrou efeito anestésico eficaz em peixes, com rapida
inducao e recuperacgao (KIZAK et al., 2018).

O nosso grupo de pesquisa investiga a atividade sobre o SNC de oOleos
essenciais da Amazonia desde 2016. No estudo intitulado “Linalool-rich essential oils
from the Amazon display antidepressant-type effect in rodents”, éleos essenciais de
espécies aromaticas da Amazbnia, ricos em linalol, que inclui o OEPR,
apresentaram atividade do tipo antidepressiva em modelos comportamentais
classicos por conta desse constituinte majoritario (SANTOS et al., 2018). Uma
simples administracdo intraperitoneal do OEPR (35 mg/kg) ou do padrao linalol (30
mg/kg) em ratos adultos aumentou o tempo de autolimpeza no teste splash e
reduziu o tempo de imobilidade no teste do nado forgado (SANTOS et al., 2018).

O linalol (C10H1580), também denominado 3,7-dimethyl-1,6-octadien-3-ol, € um
monoterpeno aciclico, alcool terciario e constituinte volatil majoritario de O6leos
essenciais de inUmeras espécies de plantas aromaticas, representando cerca de
70% do total de terpendides desses vegetais (STASHENKO; MARTINEZ, 2008). O
composto esta presente nos 6leos essenciais de mais de 200 espécies de plantas
monocotiledéneas e dicotileddéneas de diferentes familias, amplamente distribuidas
no mundo todo (APROTOSOAIE et al.,, 2014). Fatores como clima, época de
colheita, 6rgdo vegetal, técnica de extracdo e fatores abiodticos, que determinam o
guimiotipo da espécie, podem influenciar a concentracdo de linalol na composicéo
dos 6leos essenciais de plantas aromaticas (PEREIRA et al., 2018).

Além do pau-rosa (MAIA et al., 2007; MAIA; MOURAO, 2016), as principais
fontes naturais de linalol também compreendem a macacaporanga (Aniba parviflora
[Meiss.] Mez), outra espécie de Lauraceae da Amazodnia, com teor de 32% a 40% no
seu 6leo essencial (TRANCHIDA et al., 2008; MAIA; MOURAO, 2016), e a caatinga-
de-mulata (Aeollanthus suaveolens Matt. ex Spreng., Lamiaceae) com teor entre
31,6% e 49,3% (MAIA; ZOGHBI; ANDRADE, 2003). Fontes naturais importantes de
linalol também incluem o 6leo de coentro (Coriandrum sativum L., Apiaceae), Oleo de
lavanda (Lavandula angustifolia Mill.,, Lamiaceae), e os Oleos quimiotipicos de
manjericdo (Ocimum basilicum L., Lamiaceae) e das espécies Cinnamomum
camphora (L.) J. Presl e C. osmophloeum Kaneh (SANTOS et al., 2022).

O grupo hidroxila funcionaliza a molécula do linalol, a qual possui baixo peso

molecular. Por conta do grupo funcional alcool em sua estrutura quimica, o linalol
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apresenta certa polaridade e se torna quimicamente mais reativo. A estrutura apolar
do hidrocarboneto torna o composto pouco solivel em agua, entretanto, muito
soluvel em oleos fixos, propilenoglicol e solventes orgéanicos (ILC et al., 2016;
PEREIRA et al.,, 2018). O linalol é passivel de modificacdes quimicas, como
oxidacao, glicosilacéo, esterificacdo e metilagdo. A transformacdo secundéaria mais
comum € a oxidagdo, que gera Oxidos de linalol furdnicos ou piranicos,
frequentemente presentes em aromas florais, vinhos e maméo (ILC et al., 2016;
RAGUSO, 2016).

O linalol em temperatura ambiente € um liquido aromético incolor ou
levemente amarelado. O monoterpeno possui um odor refrescante, descrito como
uma mistura de aromas florais e amadeirados, similar ao 6leo de bergamota ou
lavanda francesa (API et al., 2022). Por conta das propriedades quirais do carbono
terciario hidroxilado, dois enantibmeros ocorrem na natureza: o (3S)-(+)-linalol
(coriandrol) e o (3R)-(-)-linalol (licareol) (figura 9). Os enantibmeros do linalol
apresentam diferentes fragrancias, sendo o coriandrol relatado como doce, floral e
herbaceo, enquanto o licareol tem um aroma do tipo lavanda. Portanto, o linalol é
uma mistura racémica que também é encontrada em algumas frutas, a exemplo do
maracuja e damasco (APROTOSOAIE et al., 2014).

HO, . HO

Figura 9: Os enantibmeros (-)-linalol e (+)-linalol.
Fonte: Camargo e Vasconcelos (2014).

Baseado nos dados de parametros para a saude, o linalol ndo é alérgico e
nao promove efeito de sensibilizacdo na pele. Entretanto, os produtos da auto-
oxidacao do linalol séo alérgenos de contato (API et al., 2022; APROTOSOAIE et al.,
2014). De acordo com a Associacao Internacional de Fragrancias, o linalol somente
€ adequado para uso com niveis de peroxido até 20 mmol/L, sendo recomendada a

adicdo de um antioxidante durante a producao (API et al., 2022). O monoterpeno
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ndo apresenta fototoxicidade e genotoxicidade. Em relacdo a toxicidade reprodutiva
do linalol em animais, o nivel sem efeitos adversos observaveis (NOAEL) para o
desenvolvimento € de 1000 mg/kg/dia, enquanto para a fertiidade é de 750
mg/kg/dia. Baseado no peso de ratos avaliados, os dados de toxicidade de dose
repetida revelaram um NOAEL de 250 mg/kg/dia em um estudo de toxicidade
dérmica (API et al., 2022; APROTOSOAIE et al., 2014). Em um estudo que avaliou a
toxicidade de fitoconstituintes in silico, o linalol apresentou efeito de sensibilizagcéo
da pele, hepatotoxicidade e toxicidade de desenvomvimento em modelos
computacionais (DANIYAN et al., 2021).

As evidéncias da toxicidade por via inalatéria do linalol sdo escassas. As
poucas realizadas relatam condi¢cfes genéricas. Em uma dessas investigacdes, a
inalacdo de 20 a 50 mg de linalol por 1 hora (volume do aparato ndo informado)
reduziu a motilidade de camundongos em 73%. Nenhuma morte foi relatada para as
concentracfes avaliadas (BUCHBAUER et al., 1993). Anteriormente, a inalacdo de
27 mg de linalol em uma caixa de 8,4 liitros de volume, aproximadamente 3.200
mg/m?, por 90 minutos também reduziu a motilidade sem causar nenhuma morte
(BUCHBAUER et al., 1991). Portanto, a CL50 foi determinada como sendo maior
que 3,2 mg/L, embora a toxicidade aguda por inalacdo do linalol ndo esteja
disponivel no relatério OECD 403 (Organisation for Economic Cooperation and
Development) (EUROPEAN CHEMICALS AGENCY, 2023).

Em outro estudo, uma concentracdo sem efeitos adversos observaveis
(NOAEC) de 63 mg/m® de linalol inalado por 2 semanas foi relatada para ratos. Os
efeitos do tratamento foram limitados a achados microscépicos ndo adversos na
cavidade nasal e a inflamagdo e alteracdes epiteliais na mucosa nasal foram
similares entre 0os grupos controle e 0 exposto ao tratamento (API et al., 2022). Esse
NOAEC expresso em mg/kg de peso pulmonar/dia para ratos é de 2.412,5 mg/kg/dia
(APl et al., 2022). Além disso, a dose intranasal de 25 mg/kg de linalol administrada
em ratos a cada 24h por um més através de um nebulizador ndo causou mortes por
toxicidade (BARRERA-SANDOVAL; OSORIO; CARDONA-GOMEZ, 2019). E
importante ressaltar que esses estudos utilizaram o vapor de linalol na administracao
dos animais.

Plantas aromaticas ricas em linalol sdo usadas na medicina tradicional para
aliviar sintomas de véarias condicbes de saude, como dos transtornos
neuropsiquiatricos (ELISABETSKY; MARSCHNER; SOUZA, 1995; JIA et al., 1999).
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Por conta do uso tradicional, diversas investigacdes utilizando ensaios in vitro e in
vivo foram realizadas. Muitas evidéncias apontaram as atividades do linalol sobre o
SNC, incluindo efeito anticonvulsivante, sedativo, ansiolitico e antidepressivo
(APROTOSOAIE et al., 2014; HOSSEINI; BOSKABADY; KHAZDAIR, 2021,
PEREIRA et al., 2018; WESTON-GREEN; CLUNAS; JIMENEZ NARANJO, 2021).

O efeito anticonvulsivante do linalol foi relatado em modelos de convulsdes
relacionadas ao glutamato (ELISABETSKY; BRUM; SOUZA, 1999), e dos
enantibmeros e do racemato através de crises induzidas por pentilenotetrazol e
picrotoxina em camundongos (SOUSA et al., 2010). O mecanismo de acao
anticonvulsivante proposto se da pela interacdo direta do linalol com receptores
NMDA (BRUM; ELISABETSKY; SOUZA, 2001).

A atividade sedativa do linalol é outra propriedade bioativa bem documentada.
Oleos essenciais ricos em linalol, como o de pau-rosa e o da espécie Litsea
glaucescens Kunth, bem como o padrdo linalol exibiram efeitos sedativos em
roedores (ALMEIDA et al., 2009; GUZMAN-GUTIERREZ et al., 2012; LINCK et al.,
2009). Em outro protocolo, a administracdo intracerebroventricular do 6leo de
coentro e do linalol promoveram atividade sedativa similar em pintos recém-nascidos
(GASTON et al., 2016).

A acdo ansiolitica do linalol também possui diversos relatos. Em testes
comportamentais classicos, a inalacao de linalol apresentou efeito do tipo ansiolitico,
sem induzir o mesmo efeito em animais andésmicos (HARADA et al., 2018), além de
ter aumentado a interacao social e reduzido o comportamento agressivo dos animais
(LINCK et al., 2010). Além disso, o flumazenil bloqueou o efeito do linalol, indicando
sua interagdo com a transmissdo GABAérgica (HARADA et al.,, 2018). Outros
trabalhos descreveram a acdo do tipo ansiolitica de Oleos ricos em linalol
(Cinnamomum osmophloeum Kaneh e Lavandula angustifolia Mill.), dos
enantibmeros e da mistura racémica do composto (CAPUTO et al., 2018; CHENG,;
SHEEN; CHANG, 2014).

Nos ultimos anos, evidéncias da atividade antidepressiva do linalol passaram
a ser cada vez mais robustas, relatando a interacdo do monoterpeno com alvos em
varios fatores fisiopatolégicos relacionados a depressao (figura 10) (PEREIRA et al.,
2018; SANTOS et al.,, 2022; WESTON-GREEN; CLUNAS; JIMENEZ NARANJO,

2021). Trabalhos reforcaram o papel das monoaminas ao descreverem o
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envolvimento da atividade antidepressiva do linalol com o sistema monoaminérgico
(SANTOS et al., 2022).
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Figura 10: Representacdo de alvos de interagdo do linalol em varios fatores fisiopatolégicos da
depressao. AbreviagBes: 5-HT4: receptor serotoninérgico, a,: receptor noradrenérgico, a,: receptor
noradrenérgico, ACTH: hormdnio adrenocorticotréfico, AKT: proteina quinase B, BDNF: fator
neurotréfico derivado do cérebro, BrdU: bromodesoxiuridina, CaMKII: proteina quinase Il dependente
de célcio-calmodulina , COX-2: cicloxigenase 2, HO-1: heme oxigenase-1, IL-1B3: interleucina-1,
iINOS: 6xido nitrico sintase induzivel, LPS: lipopolissacarideos, MAPK: proteina quinase ativada por
mitdgeno, NF-kB: fator nuclear kappa B, NMDA: N-metil-D-aspartato, ON: éxido nitrico, NOS2: éxido
nitrico sintase 2, Nrf2: fator nuclear eritréide 2 relacionado ao fator 2, PGE2: prostaglandina E2,
TLR4: receptor do tipo toll 4, TNF-a: fator de necrose tumoral a.

Fonte: Santos et al. (2022).

Guzman-Gutierrez et al. (2012) descreveram que o 0leo essencial de Litsea
glaucescens Kunth apresentou atividade do tipo antidepressiva, bem como os seus

constituintes linalol e 3-pineno. Posteriormente, a atividade do tipo antidepressiva do
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linalol foi ratificada e o possivel mecanismo de acdo foi avaliado. Os dados
revelaram que o efeito antidepressivo do linalol se deve a sua interagdo com a via
serotoninérgica através de receptores 5-HT;a poés-sinapticos e com as via
noradrenérgica através de receptores a, noradrenérgicos (GUZMAN-GUTIERREZ et
al., 2015). Em um modelo in vitro, o 6leo de lavanda e o linalol inibiram a recaptacéo
de serotonina, assim como medicamentos classicos da pratica clinica (LOPEZ et al.,
2017).

No entanto, a patogénese da depressdo nao pode ser explicada
exclusivamente pela hipétese monoaminérgica. Com a evolucdo cientifica, outros
fatores passaram a apresentar papel de destaque na fisiopatologia da doenca.
Nesse contexto, o linalol desponta como um composto bioativo promissor para o
tratamento dos transtornos depressivos. De fato, além do envolvimento do linalol no
sistema monoaminérgico, diversos estudos também revelam sua interagdo com
fatores ambientais, enddcrinos, inflamatérios, imunolégicos, metabdlicos,
mediadores de estresse oxidativo e componentes celulares, moleculares e
epigenéticos da plasticidade, ou seja, com uma variedade de fatores etiopatolégicos
relacionados a depressdo. Recentemente, o envolvimento do monoterpeno com
novas abordagens da doenga, como o eixo microbiota-intestino-cérebro e o sistema
glutamatérgico também foi apontado (SANTOS et al., 2022).

Em modelos experimentais, a interacdo do linalol com a modulacdo do eixo
HPA foi objeto de estudos. As evidéncias sugerem que a inalacdo de linalol modula
a expressdo de genes no hipotdlamo de animais estressados, promovendo a
reducdo do cortisol (YAMAMOTO et al., 2013) e restaurando niveis de ocitocina e
neuropeptideo Y (YOSHIDA et al.,, 2017). Em voluntarios humanos saudaveis, a
inalacdo do Oleo de lavanda e linalol modulou a resposta ao estresse através de
alteracbes em parametros fisiologicos, incluindo a reducéo do contisol (ATSUMI;
TONOSAKI, 2007; HOFERL; KRIST; BUCHBAUER, 2006; KIM et al., 2012).

A atividade anti-inflamatéria do linalol € bem estabelecida. Vérios trabalhos
descreveram que 0 composto reverte 0s principais sinais quimicos da inflamag&o no
SNC (HUO et al., 2013), incluindo a reducéo da expressao de genes da COX-2 e de
oxido nitrico sintase 2 (NOS2) (SABOGAL-GUAQUETA et al., 2019), e dos niveis de
TNF-a, IL-1B, ON, INOS, PGE2 e COX-2 (BARRERA-SANDOVAL; OSORIO;
CARDONA-GOMEZ, 2019; LI et al, 2015; SABOGAL-GUAQUETA; OSORIO;
CARDONA-GOMEZ, 2016).
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Outros estudos reportaram a capacidade antioxidante do linalol no estresse
oxidativo relacionado a depressédo (ELGENDY, 2004; SANTOS et al., 2022). O linalol
apresentou efeito protetor no estresse oxidativo induzido por peréxido de hidrogénio
no tecido nervoso de cobaias (CELIK; OZKAYA, 2002) em um modelo de
neurotoxicidade induzida por acrilamida em ratos (MEHRI; MESHKI,;
HOSSEINZADEH, 2015) e no protocolo in vitro de lesdo neuronal induzida por
privacdo de oxigénio e glicose (PARK et al., 2016). A neuroprotecao foi mediada
pela reducédo de radicais peroxil e da peroxidacédo lipidica, aléem do aumento das
concentracbes de catalase, superoxido dismutase e glutationa (MEHRI; MESHKI;
HOSSEINZADEH, 2015; PARK et al., 2016).

A interacao do linalol com fatores neurotroficos, principalmente o BDNF, ainda
carece de evidéncias mais robustas. Entretanto, avaliacbes recentes passaram a
descrever essa estreita relacdo. Estudos pré-clinicos revelaram que o linalol
restaurou a expressao de proteinas importantes para a plasticidade sinaptica, como
a proteina quinase Il dependente de calcio-calmodulina (CaMKIl), o BDNF e o TrkB
(XU et al., 2017), e aumentou a expressao de genes que codificam a ocitocina, 0
neuropeptideo Y, moléculas de classe | do complexo de histocompatibilidade
primaria, além de genes relacionados a diferenciacdo neuronal, desenvolvimento de
neurites e fatores reguladores de transcricdo (NAKAMURA et al., 2010; YOSHIDA et
al., 2017).

Além do padrao linalol, 6leos essenciais ricos em linalol também foram
investigados. O Oleo essencial de lavanda aumentou a concentracdo de BDNF,
ocitocina e o numero de células positivas de bromodesoxiuridina (BrdU), um
marcador de proliferagdo celular neuronal (SANCHEZ-VIDANA et al., 2019),
enquanto o Oleo essencial de manjericdo modulou positivamente a expressao de
genes e proteinas de BDNF (AYUOB et al., 2017).

De acordo com os trabalhos reportados, além de atuar sinergicamente sobre
os fatores fisiopatolégicos, o linalol pode interagir com diferentes alvos dentro de um
mesmo fator, indicando véarios possiveis mecanismos de acdo antidepressiva.
Portanto, a possivel propriedade pleiotropica do linalol pode Ihe conferir capacidade
antidepressiva por mecanismos diretos, como 0 envolvimento com Varios
neurotransmissores e mecanismos indiretos, como respostas adaptativas (SANTOS
et al.,, 2022). Esses estudos lancam luz sobre o atual cenario de dificuldades de

acesso ao tratamento de doencas de saude mental, como a depresséo.
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A depressédo é um transtorno mental grave de prevaléncia mundial, que afeta
a funcionalidade e a qualidade de vida das pessoas. Além disso, a pandemia
provocou um aumento, especialmente entre mulheres e jovens, na prevaléncia e
carga global da doenca. Nesse contexto, se tornam fundamentais a inclusdo de
tratamentos alternativos, como a aromaterapia, e o desenvolvimento de novos
agentes terapéuticos que possam contribuir na pratica clinica de pacientes
depressivos. A atividade do OEPR rico em linalol sobre o SNC, principalmente como
antidepressivo, o aponta como uma possivel ferramenta para o arsenal terapéutico.
Considerando a relevancia e o impacto social da depressao e o pouco conhecimento
que ainda existe sobre o 6leo de pau-rosa, estudos que explorem suas atividades
centrais, mecanismos de acdo e usos em diferentes vias de administracdo s&o
urgentes e de essencial importancia para fomentar o conhecimento e para a possivel

descoberta de novos medicamentos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito do tipo antidepressivo do O6leo de pau-rosa em ratas

adolescentes submetidas ao tratamento com alcool em padrao binge.

2.2 Objetivos especificos

e Analisar a composi¢ao quimica do 6leo essencial;

e Auvaliar o efeito do 6leo essencial em comportamento relacionado a anedonia
e depressao nos testes splash e nado forgcado, respectivamente;

e Auvaliar o efeito do 6leo essencial na expressdo génica de BDNF e S100B no
cortex pré-frontal e hipocampo através de PCR quantitativo de transcricao
reversa (QRTPCR);

e Avaliar o efeito do 6leo essencial no balanco oxidativo in vitro e in vivo;

e Avaliar o efeito do 6leo essencial nas concentracbes das citocinas proé-
inflamatérias IL-1B, IL-6 e TNF-a no coértex pré-frontal e hipocampo por

enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA).
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3 METODOLOGIA

3.1 Obtencéo do material vegetal

As amostras de galhos de Aniba rosaeodora Ducke foram coletadas em um
plantio experimental do Prof. Milton Mota, no campus da Universidade Federal Rural
da Amazbnia, em janeiro de 2020, localizada na Avenida Presidente Tancredo
Neves, bairro Terra Firme, municipio de Belém, estado do Para, Brasil, com as
coordenadas 1°27' 31”7 S /48° 26' 4.5 W.

3.2 Extracao dos 6leos essenciais

As amostras foram secas por 48 horas, moidas e submetidas a
hidrodestilacdo utilizando um aparelho do tipo Clevenger (100 g, 3 h). Os 6leos
foram secos com sulfato de sédio anidro e o seu teor percentual foi calculado com
base no peso seco da planta. A umidade das amostras foi calculada usando uma
balanca com medi¢cdo de umidade por infravermelho. A mistura dos Oleos das

amostras foi mantida em frasco ambar e armazenada a temperatura de 5°C.

3.3 Andlise e identificacdo dos componentes

A analise dos componentes dos Oleos foi realizada no laboratorio Adolpho
Ducke, do Museu Paraense Emilio Goeldi, usando-se um sistema duplo de
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) e
cromatografia gasosa com detector por ionizagdo de chama (CG-DIC) Shimadzu
QP-2010, equipado com coluna capilar de silica DB-5ms (30m x 0,25mm; com
0,25 um de espessura do filme), nas seguintes condi¢cdes operacionais: hidrogénio
como gés de arraste, na velocidade linear de 36,5 cm/s; tipo de inje¢do sem divisdo
de fluxo, volume: 1 uL (2 yL de 6leo em 1 mL de hexano); temperatura do injetor e
detector a 250 °C, programa de temperatura da coluna de 60-250°C, com gradiente
de 3°C/min. A identificacdo dos componentes volateis foi feita com base na
comparacao de seus tempos de retencao linear com padrdes auténticos, usando-se
também uma série homologa de n-alcanos injetados nas mesmas condigbes das

analises e padrdoes de fragmentacdo observados nos espectros de massas de
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amostras auténticas existentes nas bibliotecas do sistema de dados e da literatura
(ADAMS, 2007; MONDELLO, 2011; NIST, 2011).

3.4 Animais de experimentacao

Antes da execucdo, o projeto foi submetido ao Comité de Etica no Uso de
Animais, da Universidade Federal do Para e obedeceu 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 aprovacdo de numero 7090270319. Para a utilizagdo do Oleo essencial, este
projeto foi cadastrado na plataforma SISGEN sob o nimero AA6B112.

Foram utilizados ratos Wistar (Rattus novergicus) fémeas, idade de 29 dias
(n=51), obtidos do Biotério da Universidade Federal do Para. Os animais foram
mantidos no biotério da Faculdade de Farméacia em condi¢cdes padronizadas de
temperatura (25°C), exaustdo de ar e ciclo de luz claro/escuro de 12 horas (06:00 —
18:00h). Os animais foram mantidos com racao peletizada e agua ad libitum em
caixas de polipropileno (50 x 35 x 15 cm) forradas com maravalha e com grades
metélicas em grupos de 3 ou 4 animais por caixa para evitar estresse por
isolamento. A idade dos animais foi escolhida através da definicdo de adolescéncia
a partir da maturacdo sexual e de -caracteristicas neurocomportamentais e
fisiol6gicas tipicas dessa faixa etaria, que ocorrem aproximadamente apés 28 dias
de vida poOs-natal. A fase adulta do animal se inicia por volta de 60 dias de vida
(SPEAR, 2000).

Os experimentos comportamentais foram realizados no Laboratério de
Farmacologia da Inflamacdo e do Comportamento, 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 aclimatacao e
ambientacdo. Os testes comportamentais ndo excederam o horéario de 18:00h para

evitar alteracdes relacionadas ao ciclo circadiano dos animais.

3.5 Tratamento farmacoldgico

Os animais receberam por via oral (gavagem) através de canula orograstrica

(Insight, Brasil) agua destilada (H,Odest.) ou solucéo de etanol (EtOH) (20 p/v)
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(Exodo, Brasil) na dose de 3 g/kg/dia (LAUING et al., 2008; LINDTNER et al., 2013)
em 4 episodios de binge (3 dias consecutivos seguido de 4 dias de abstinéncia por
semana), e por via intranasal 0,1 mL de solucdo salina (S.S) para cada 100 g de
peso do animal ou OEPR na dose de 35 mg/kg uma vez ao dia por 28 dias
consecutivos. A dose do 6leo utilizada foi a mesma do estudo anterior (SANTOS et
al., 2018). O tratamento foi iniciado aos 29 dias de vida e finalizado aos 56 dias pos-
natal (figura 11). Dessa forma, o tratamento se deu do inicio ao fim da adolescéncia
das ratas. O OEPR foi solubilizado em S.S momentos antes da administracdo por via
intranasal em um volume final de 0,1 mL para cada 100 g de peso do animal. A

pesagem dos animais foi realizada semanalmente para o ajuste do volume final.
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Figura 11: Tratamento experimental com Oleo essencial de pau-rosa (OEPR) e solucdo de etanol
(EtOH). Ratos Wistar fémeas receberam por via oral agua destilada (H,Odest.) ou EtOH (20 p/v) na
dose de 3 g/kg/dia em 4 episédios de binge (3 dias consecutivos seguido de 4 dias de abstinéncia por
semana), e por via intranasal 0,1 mL de solucéo salina (S.S) para cada 100 g de peso do animal ou
OEPR na dose de 35 mg/kg uma vez ao dia por 28 dias consecutivos. O tratamento foi iniciado aos
29 dias de vida e finalizado aos 56 dias pds-natal (inicio ao fim da adolescéncia). Os ensaios
comportamentais ocorreram 24 horas ap0ds o término do tratamento.

Fonte: Autor.

3.6 Grupos experimentais



54

Os animais foram divididos em 4 grupos experimentais: controle, EtOH,
OEPR e OEPR+EtOH.

e Grupo 1: animais submetidos aos testes comportamentais apds 28 dias de
administracdo intranasal (uma vez ao dia) de veiculo (S.S 0,9%) e de
administracdo oral de H;Odest. em 4 episddios de binge (3 dias
consecutivos/semana): 10 animais;

e Grupo 2: animais submetidos aos testes comportamentais apés administracao
oral de EtOH em 4 episédios de binge (3 dias consecutivos/semana): 12
animais;

e Grupo 3: animais submetidos aos testes comportamentais apos 28 dias de
administracdo intranasal (uma vez ao dia) do OEPR (35 mg/kg): 10 animais;

e Grupo 4: animais submetidos aos testes comportamentais apos 28 dias de
administracdo intranasal (uma vez ao dia) do OEPR (35 mg/kg) e de
administracdo oral de EtOH em 4 episddios de binge (3 dias

consecutivos/semana): 10 animais.

Os animais foram expostos aos ensaios comportamentais 24 horas apds o
término do tratamento farmacol6gico. Apos 24 horas do teste splash e nado for¢ado,
amostras do cértex pré-frontal e do hipocampo foram coletadas para a avaliacdo da
expressdo de genes de BDNF e S100B, avaliacdo biologica dos parametros de

estresse oxidativo e do contelido de citocinas.

3.7 Ensaios comportamentais

3.7.1 TESTE SPLASH

O teste splash (figura 12) é um modelo farmacologicamente validado, apoiado
no comportamento motivacional (comportamento de autolimpeza), que € oposto a
alguns sintomas de depressao, tal como a apatia (WILLNER, 2005). Assim, a
anedonia e efeitos do tipo depressor estdo relacionados a reducdo do tempo de
autolimpeza (BUTELMAN et al., 2019). A anedonia, que € caracterizada por perda
de interesse ou prazer, € um sintoma transdiagnostico associado a

comprometimentos no processamento de aversao e recompensa, e esta presente
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especialmente em pacientes depressivos (LIANG et al., 2022). O teste foi realizado
seguindo o protocolo proposto por Isingrini et al. (2010), com algumas modificacdes
(FREITAS et al., 2013).

Figura 12: Teste splash.
Fonte: Belém Filho (2015).

O teste consiste em esguichar solugédo de sacarose a 10% na pelagem que
reveste o dorso do animal, o qual é colocado de maneira individual em caixa de
acrilico (9 x 7 x 11cm). Devido a viscosidade da solucdo de sacarose, que adere a
pele do animal, ele inicia o comportamento de autolimpeza. ApGs a aplicacdo da
solucdo de sacarose, foi registrado manualmente durante 5 minutos o tempo de

autolimpeza como um indice de autocuidado e comportamento motivacional.

3.7.2 TESTE DO NADO FORCADO

O teste do nado forcado (figura 13) foi executado de acordo com o proposto
por Porsolt, Le Pichon e Jalfre (1977). No teste, o animal € colocado em um cilindro
com agua suficiente para que ndo consiga se apoiar no fundo do aparato. Dessa
forma, o nado constitui um estressor intenso, que nao pode ser controlado.
Inicialmente, o animal nada intensamente e apresenta perspectiva de fuga eminente
através de tentativas de escalada. Porém, com a impossibilidade, o animal passa a
demonstrar um tipico comportamento de imobilidade, que é caracterizado por

simples movimentos suficientes para manté-lo flutuando.
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Figura 13: Teste do nado forgado.
Fonte: Modificado de Cryan, Markou e Lucki (2002).

O teste é conhecido como o0 modelo do “desespero comportamental”. Em
animais com comportamento do tipo depressivo, o tempo de imobilidade tende a ser
maior. Esse periodo de imobilidade é acompanhado de hipotermia, a qual se
prolonga por cerca de 30 minutos apdés a exposicdo. O animal também pode
apresentar comportamento apatico, principalmente se tiver desistido de fugir do
ambiente, caracterizando o estado do tipo depressivo (CRYAN; MARKOU; LUCKI,
2002; PORSOLT; LE PICHON; JALFRE, 1977). Alteracbes em neurotransmissores
sdo observadas, o que pode contribuir na elucidacdo da patogénese da depresséo,
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 a4gua de 40 cm a uma temperatura de 23 + 1°C. Os animais ficaram no
teste por 5 minutos, onde os primeiros 2 minutos foram considerados habituacdo ao
ambiente aversivo. A seguir, foi contabilizado manualmente o tempo de imobilidade
nos 3 minutos finais do teste. Apds o ensaio, cada animal foi retirado da agua, seco

com auxilio de flanela e colocado na gaiola com maravalha.

3.8 Coleta de tecidos

Apbs 24 horas dos ensaios comportamentais, 0s animais foram anestesiados

com isoflurano e, a partir da abolicdo dos reflexos, amostras do cortex pré-frontal e
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hipocampo foram coletadas apds craniotomia. As amostras frescas de tecido foram
adicionadas em microtubos com 1 mL de solugdo do kit comercial AllPrep e
armazenadas em freezer a -80°C para posterior analise do RNAm de BNDF e
S100B, dos niveis de GSH, TEAC e de substancias reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARS), além das concentragfes de IL-18, IL-6 e TNF-a.

3.9 Avaliacédo da expressado génica de BDNF e S100B

O RNA total de cada amostra foi extraido com Tri-reagent (Applied
Biosystems, EUA), seguindo as instrugcdes do fabricante. A concentragdo e a
qualidade do RNA foram determinadas através do espectrofotdmetro NanoDrop
(Kisker, Alemanha) e eletroforese em gel de agarose a 1%, respectivamente. O DNA
complementar foi sintetizado utilizando o kit High-Capacity cDNA Archive (Applied
Biosystems, Polonia).

A expressdo de RNAm de BDNF e S100B foi avaliada por gRTPCR com
primers e sondas TagMan adquiridas como Assays-on-demand Products for Gene
Expression (Applied Biosystems, EUA). O gene GAPDH foi selecionado como um
controle interno para entrada de RNA e eficiéncia da transcricdo reversa. Todas as
reacoes gRT-PCR em tempo real foram realizadas em triplicata. Por fim, os dados
foram previamente analisados com o método 2°“, o qual foi calculado segundo o

proposto por Livak e Schmittgen (2001).
3.10 Avaliagdo dos parametros de estresse oxidativo
3.10.1 IN VITRO

Para avaliar a TEAC in vitro do 6leo de pau-rosa foi realizado o ensaio
DPPHe-. O potencial antioxidante do 6leo essencial foi determinado de acordo com
sua equivaléncia ao potente antioxidante Trolox (4cido 6-hidroxi-2,5,7,8

tetrametilcromono-2-carboxilico), um analogo sintético hidrossoltvel da vitamina E.

METODO DPPH
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O método foi realizado para avaliar o potencial do 6leo essencial em inibir o
radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH<), um cromoforo violeta, originando o produto
hidrogenado DPPH, que € amarelo ou incolor (BLOIS, 1958). O teste foi realizado de
acordo com o método proposto por (BLOIS, 1958). Inicialmente, foi determinada a
absorbancia de 0,1 mM da solugédo de DPPH- (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) diluida em
etanol. A seguir, 0,6 mL de solu¢gado de DPPHe, 0,35 mL de agua destilada e 0,05 mL
da amostra foram misturadas e colocadas em banho-maria a 37 °C por 30 min. Em
seguida, as absorbancias foram determinadas em espectrofotdmetro Nm Kasvi a
517 nm. O Trolox foi utilizado como solugéo padréo para a curva de calibragcdo. O
resultado foi expresso em mM. O valor encontrado para a amostra foi comparado

com o padrao Trolox (1 mM).

3.10.2 IN VIVO

A avaliacdo biolégica dos parametros de estresse oxidativo foi realizada em
amostras de cortex pré-frontal e hipocampo dos animais apés o tratamento

experimental.

DETERMINACAO DE PROTEINAS TOTAIS

A determinacdo da concentracdo de proteinas totais foi realizada segundo o
método proposto por Bradford (1976) e adaptado por Stoscheck (1990). Essa
técnica consiste na ligacdo das proteinas ao corante Coomassie Brilliant blue,
resultando em um composto de cor azul e absorbancia maxima em comprimento de
onda de 595 nm. Apo6s os dados obtidos dos parametros de estresse oxidativo, foi

realizada a correcao por proteinas (RODRIGUES et al., 2023).

DETERMINACAO DE GSH

A determinagdo das concentragbes de GSH foi realizada de acordo com o
método de Ellman (1959). Essa técnica € baseada na capacidade da GSH em
reduzir o acido-5,5-ditiobis-2-nitrobenzéico (Sigma-Aldrich) a &cido 5-tio-2-

nitrobenzoico, que foi quantificado por espectrofotometria no comprimento de onda
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de 412 nm. A concentracdo de GSH foi expressa em ug/g de proteina em tecido
homogeneizado.

DETERMINACAO DA TEAC

A determinagdo da capacidade antioxidante total foi realizada através da
técnica TEAC. O método foi executado como o proposto por Miller et al. (1993) com
modificagdes (RE et al., 1999). O ensaio € uma técnica colorimétrica baseada na
reacdo entre o ABTS (Sigma Aldrich A1888) e o persulfato de potassio (K;S,Os;
Sigma-Aldrich 60490), que produz o radical ABTS+e (radical 2,2-azinobis [3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonato], sal de diaménio), um cromoforo de coloracéo
verde/azul. Os resultados foram expressos em umol/g de proteina no homogenato

de tecido.

DETERMINACAO DOS NIVEIS DE TBARS

A determinacéo de TBARS, um dos protocolos utilizados para a avaliagdo da
peroxidacao lipidica, foi realizada pelo método de Kohn e Liversedge (1944), com
adaptacdes (PERCARIO; VITAL; JABLONKA, 1994). A técnica é baseada na reacao
do MDA e outros compostos com o acido tiobarbitarico (TBA; Sigma-Aldrich T5500)
em pH 2,5 e 94°C de temperatura, formando o complexo MDA-TBA (cor rosa) com
absorbancia em 535nm. Como a rea¢do ndo € especifica para o MDA, visto que o
TBA pode reagir com acgucares, aminoacidos, proteinas e bilirrubina, € utilizado o
termo substancias reativas ao acido tiobarbitarico (MAYNE, 2003). A concentragdo
elevada de TBARS é um indicador do estresse oxidativo, visto que o MDA é um
importante biomarcador da peroxidacéo lipidica (AYALA; MUNOZ; ARGUELLES,
2014).

O método consiste no preparo inicial de fosfato monobéasico de potassio
(KH2PO4 75 mM, Synth, 35210) em agua acidificada (pH 2,5), solucdo utilizada na
preparacao do TBA (10nM). Adicionou-se 100 puL de amostra a 500 pL da solucéo de
TBA, que em seguida foi levado ao banho-maria (94°C por 60 minutos). Apos a
incubagéo e resfriamento a temperatura ambiente por 10 minutos, foi adicionado 4
mL de alcool 1-butilico. Ap6s a homogeneizacdo em vortex e posterior centrifugacao

a 2500 rpm por 10 minutos do homogenato, foi coletado 1 mL do sobrenadante para
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leitura espectrofotométrica a 535 nm. Os resultados foram expressos em nM/g de
proteina.

3.11 Avaliacéao de citocinas

A fracdo proteica de cada amostra foi extraida com Tri-reagent (Applied
Biosystems, EUA), seguindo as instru¢des do fabricante. As citocinas IL-18, IL-6 e
TNF-a foram detectadas por kits comerciais desenvolvidos para a avaliacdo de
citocinas da espécie (Merck, Alemanha). As citocinas presentes nas amostras de
cortex pré-frontal e hipocampo foram determinadas por ELISA, de acordo com o
protocolo fornecido pelo fabricante. Inicialmente, 10 pL do homogenado de cada
amostra foram adicionados a cada poc¢o de uma placa de 96 pocos que ja estavam
preenchidos com 40 pL de diluente fornecido com o kit. Esse procedimento foi
realizado em triplicata. Em seguida, a placa foi incubada a 37°C por 30 min, seguido
pela adicdo de 10 pL de solucdo de cromatina A e solucdo de cromatina B. O
processo foi concluido adicionando 50 pl de solucdo de bloqueio a cada poco. Apdos
15 min na auséncia de luz, a microplaca foi avaliada por leitor em comprimento de
onda de 450 nm (ELX808, BioTek, EUA). O ensaio tem uma sensibilidade menor
que 0,1 picograma por mililitro (pg/mL) de dose minima detectavel de citocinas e ndo
mostrou nenhuma reatividade cruzada nas diferentes citocinas relacionadas. Todas
as etapas experimentais a partir do tratamento farmacolégico estdo descritas na

figura 14.
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Figura 14: Desenho experimental dos ensaios comportamentais e bioldgicos.
Fonte: Autor.

3.12 Analise estatistica

Primeiramente, foi realizado o teste de distribuicdo gaussiana (normalidade)
para cada grupo experimental pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Apés a verificacdo
da homogeneidade de dados, foi utiizada ANOVA uma via seguido de teste de
Bonferroni para comparacfes 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 a constru¢do dos graficos e andlise estatistica foi utilizado o software
GraphPad Prism 8.0.2.
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IV RESULTADOS



4 RESULTADOS

4.1 Andlise e caracteristicas do Oleo essencial de pau-rosa

63

Os dleos essenciais de galhos de pau-rosa tiveram um rendimento médio de

2,8%, apresentando um teor de umidade de 10,4%. O Oleo apresentou uma

coloracdo amarelo claro e um perfume floral e amadeirado, com densidade de

0,8665 g/mL. Apds analise, o 6leo de pau-rosa apresentou um teor de 93,4% de

linalol. Oleos de pau-rosa s&o constituidos dos isdmeros (+)-linalol e (-)-linalol, de

um modo geral, na propor¢édo 1:1. O cromatograma e os componentes do 6leo sdo

apresentados na figura 15 e Tabela 1, respectivamente.
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Figura 15: Cromatograma do 6leo essencial de pau-rosa.

Fonte: Autor.

Tabela 1 - Componentes do 6leo essencial de pau-rosa (%).

TR Constituintes (%)
10.908 | Oxido de cis-linalol 2,83
11.483 | Oxido de trans-linalol 0,82
12.475 | Linalol 93,41
15.167 | Oxido de cis-linalol (pirandide) | 0,37
15.775 | TR: 15.775 0,06
16.100 | a-Terpineol 0,23
17.383 | Nerol 0,05
18.542 | Geraniol 0,12
24.192 | a-Copaeno 0,23
24.800 | B-Elemeno 0,05
26.100 | (E)-Cariofileno 0,03
29.083 | B-Selineno 0,13
29.383 | a-Selineno 0,09
30.308 | 6-Cadineno 0,02
32.108 | (E)-Nerolidol 0,03
32.700 | Espatulenol 0,05
32.925 | Oxido de Cariofileno 0,12
34.025 | Epdxido de Humuleno Il 0,05
35.958 | Pogostol 0,13
36.367 | 14-hidroxi-9-epi-(E)-cariofileno | 0,15
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Continuacao

37.883 | TR: 37.883 0,18
38.508 | Nootkatol 0,52
40.075 | Benzoato de benzila 0,33

Fonte: Autor.
TR: tempo de retencdo na coluna capilar DB-5 ms.

Devido o alto teor de linalol presente no 6leo essencial e do nosso grupo ja ter
demonstrado que a atividade do tipo antidepressiva de Oleos essenciais da
Amazonia, entre eles o0 pau-rosa, se deve proporcionalmente ao linalol (SANTOS et
al., 2018), foi utilizada a amostra do 6leo de pau-rosa (93,4% de linalol) para o

tratamento das ratas adolescentes.

4.2 Comportamento tipo anedonia e tipo depressivo

Apo6s 24 horas do fim do tratamento experimental, as ratas adolescentes
foram submetidas aos testes splash e nado forcado para a avaliagdo dos parametros
relacionados aos comportamentos do tipo anedbdnico e do tipo depressivo,
respectivamente. No teste splash, foi avaliado o parametro tempo de
lambidas/autolimpeza, que € apresentado na figura 16. Nos grupos tratados com
EtOH e OEPR houve reducao significativa do tempo de autolimpeza em relacédo ao
grupo controle. Além disso, o grupo OEPR+EtOH aumentou o parametro de maneira
significativa em relacdo aos grupos EtOH e OEPR, sem apresentar diferenca
significativa ao grupo controle. [Tempo de autolimpeza: EtOH (p<0,01) em relacéo
ao controle; OEPR (p<0,05) em relacdo ao controle; OEPR+EtOH (p<0,001) em
relacdo ao EtOH e (p<0,01) em relagédo ao OEPR].
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Figura 16: Efeitos do tratamento experimental no teste splash, parédmetro tempo de
lambida/autolimpeza. Resultados expressos como a média + e.p.m. de 10-12 animais por grupo.
*Diferenca significativa em relacdo ao grupo controle *(p<0,05) e **(p<0,01); #Diferenca significativa
em relacdo ao grupo EtOH ###(p<0,001); aDiferenca significativa em relacdo ao grupo OEPR
aa(p<0,01). Teste ANOVA uma via seguido do teste de Bonferroni.

Fonte: Autor.

ApGs o teste splash, os animais foram avaliados no teste do nado forcado
através do parametro comportamental tempo de imobilidade (figura 17). O grupo
EtOH aumentou significativamente o parametro em comparagao ao grupo controle.
Por outro lado, o grupo OEPR+EtOH reduziu o tempo de imobilidade em relacdo ao
grupo EtOH e ndo apresentou diferenca significativa em relacdo ao grupo controle.
O grupo OEPR também néo foi significativamente diferente do controle [Tempo de
imobilidade: EtOH (p<0,01) em relagcdo ao controle; OEPR+EtOH (p<0,01) em
relacdo ao EtOH].
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Figura 17: Efeitos do tratamento experimental no teste do nado forgado, parametro tempo de
imobilidade. Resultados expressos como a média + e.p.m. de 10-12 animais por grupo. *Diferenca
significativa em relacdo ao grupo controle **(p<0,01); #Diferenca significativa em relacdo ao grupo
EtOH ##(p<0,01). Teste ANOVA uma via seguido do teste de Bonferroni.

Fonte: Autor.

4.3 Efeitos do tratamento experimental na expressao génica de BDNF e S100B

Apo6s 24 horas dos ensaios comportamentais, amostras do cortex pré-frontal e
hipocampo foram coletadas para avaliagdo da expressao génica de BDNF e S100B.
A figura 18 apresenta o efeito do tratamento na expressdo de RNAm de BDNF em
ambas as amostras. No grupo EtOH, houve uma reducéao significativa na expressao
de genes de BDNF no cortex pré-frontal (figura 18, painel A) em relacdo ao grupo

controle. No entanto, no grupo tratado com OEPR, ocorreu 0 aumento significativo



66

na expressao de BDNF comparado ao controle e OEPR+EtOH. No grupo
OEPR+EtOH, houve aumento na expressdo da proteina em relacdo aos grupos
controle e EtOH [Expressdo de BDNF no cortex pré-frontal: EtOH (p<0,01) em
relacdo ao controle; OEPR (p<0,001) em relagcéo ao controle e (p<0,05) em relacao
ao OEPR+EtOH; OEPR+EtOH (p<0,05) em relacdo ao controle e (p<0,001) em
relacdo ao EtOH].
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Figura 18: Efeitos do tratamento experimental na expressdo génica de BDNF no cértex pré-frontal
(painel A) e hipocampo (painel B). Resultados expressos como a média + e.p.m. de 10 animais por
grupo. *Diferenga significativa em relacdo ao grupo controle *(p<0,05), **(p<0,01) e ***(p<0,001);
#Diferenca significativa em relacdo ao grupo EtOH ###(p<0,001); aDiferenca significativa em relacio
ao grupo OEPR+EtOH a(p<0,05) e aaa(p<0,001). Teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunns,
e teste de Mann Whitney se necessario.

Fonte: Autor.

Dados similares ao cortex pré-frontal sdo observados no hipocampo (figura
18, painel B), em que uma reducédo da expressao génica de BDNF foi apresentada
pelo grupo EtOH em comparacao ao controle. Além disso, o grupo OEPR aumentou
a expressdo de BDNF em relacdo ao controle e OEPR+EtOH. No grupo
OEPR+EtOH, houve aumento em relacdo ao controle e EtOH [Expressdo de BDNF
no hipocampo: EtOH (p<0,05) em relacdo ao controle; OEPR (p<0,001) em relacdo
ao controle e OEPR+EtOH; OEPR+EtOH (p<0,001) em relacdo ao controle e EtOH].

O efeito do tratamento sobre a expressdo de RNAmM de S100B nas amostras
de cértex pré-frontal e hipocampo é apresentado na figura 19. No cértex pré-frontal
(figura 19, painel A), todos os grupos tratados aumentaram a expressao de S100B
em relacdo ao grupo controle. No grupo OEPR, além do controle, também ocorreu
aumento em relagdo ao OEPR+EtOH. O grupo OEPR+EtOH apresentou aumento
da expressdo de S100B em comparagao ao controle e EtOH [Expressédo de S100B

no coértex pré-frontal: EtOH (p<0,05) em relacdo ao controle; OEPR (p<0,001) em
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relacdo ao controle e OEPR+EtOH; OEPR+EtOH (p<0,001) em relacao ao controle e
(p<0,05) em relagéo ao EtOH].
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Figura 19: Efeitos do tratamento experimental na expressao génica de S100B no cortex pré-frontal
(painel A) e hipocampo (painel B). Resultados expressos como a média + e.p.m. de 10 animais por
grupo. *Diferenca significativa em relacdo ao grupo controle *(p<0,05) e ***(p<0,001); #Diferenca
significativa em relac&o ao grupo EtOH #(p<0,05) e ###(p<0,001); aDiferenca significativa em relacéo
ao grupo OEPR+EtOH aaa(p<0,001). Teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunns, e teste de
Mann Whitney se necessario.

Fonte: Autor.

Assim como no cortex pré-frontal, houve aumento da expressdo de S100B
nas amostras de hipocampo (figura 19, painel B) em todos os grupos tratados
guando comparados ao controle. O grupo OEPR novamente aumentou a expressao
de S100B em relacdo ao controle e OEPR+EtOH. Quanto ao grupo OEPR+EtOH,
além do controle, também ocorreu aumento de S100B em relacdo ao EtOH
[Expressédo de S100B no hipocampo: EtOH (p<0,001) em relacdo ao controle; OEPR
(p<0,001) em relacdo ao controle e OEPR+EtOH; OEPR+EtOH (p<0,001) em
relacdo ao controle e EtOH].

4.4 Capacidade antioxidante in vitro do 6leo essencial de pau-rosa

A eliminacdo dos radicais DPPH+ foi apresentada como TEAC usando o
Trolox de controle positivo (1 mM). Uma equacéo linear foi plotada para avaliar o
valor diretamente dependente da atividade antioxidante investigada. Portanto, tem-
se a seguinte equacao da reta: DPPH+ y = 0,2261x - 0,0094 R 2 = 0,9831. O valor
obtido no ensaio DPPH- foi 0,762 (+ 0,048).

4.5 Efeitos do tratamento experimental in vivo nos parametros de estresse

oxidativo
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Amostras de cortex pré-frontal e hipocampo também foram coletadas para
avaliacdo biologica dos parametros de estresse oxidativo, incluindo GSH, TEAC e
TBARS. O efeito do tratamento nos niveis de GSH em ambas as amostras esta
representado na figura 20. No cortex pré-frontal (figura 20, painel A), ocorreu uma
reducdo significativa do parametro no grupo EtOH em comparacdo ao controle,
enquanto o grupo OEPR+EtOH aumentou os niveis de GSH em relacdo ao EtOH,
sem apresentar diferenca significativa ao controle [Niveis de GSH no cortex pré-
frontal: EtOH (p<0,01) em relacdo ao controle; OEPR+EtOH (p<0,05) em relacdo ao
EtOH]. No hipocampo (figura 20, painel B), apenas o grupo EtOH apresentou
diferenca significativa ao reduzir a concentracdo de GSH em relacdo ao controle

[Niveis de GSH no hipocampo: EtOH (p<0,05) em relacéo ao controle].
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Figura 20: Efeitos do tratamento experimental nos niveis de GSH no cértex pré-frontal (painel A) e
hipocampo (painel B). Resultados expressos como a média + e.p.m. de 7-10 animais por grupo.
*Diferenca significativa em relacdo ao grupo controle *(p<0,05) e **(p<0,01); #Diferenca significativa
em relacdo ao grupo EtOH #(p<0,05). Teste ANOVA uma via seguido do teste de Bonferroni (painel
A). Teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunns (painel B).

Fonte: Autor.

A figura 21 apresenta o efeito do tratamento nos niveis de TEAC nas
amostras avaliadas. No cortex pré-frontal (figura 21, painel A), o grupo EtOH reduziu
0 parametro em relacdo ao controle, e o grupo OEPR+EtOH aumentou
significativamente os niveis de TEAC em relacdo ao grupo EtOH, sem diferenga ao
controle [Niveis de TEAC no cortex pré-frontal: EtOH (p<0,01) em relagdo ao
controle; OEPR+EtOH (p<0,01) em relacdo ao EtOH]. No hipocampo (figura 21,
painel B), somente o EtOH apresentou significancia ao reduzir o parametro em
relacdo ao controle [Niveis de TEAC no hipocampo: EtOH (p<0,05) em relacdo ao

controle].
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Figura 21: Efeitos do tratamento experimental nos niveis de TEAC no cortex pré-frontal (painel A) e
hipocampo (painel B). Resultados expressos como a média + e.p.m. de 6-8 animais por grupo.
*Diferenca significativa em relacdo ao grupo controle *(p<0,05) e **(p<0,01); #Diferenca significativa
em relacdo ao grupo EtOH ##(p<0,01). Teste ANOVA uma via seguido do teste de Bonferroni.

Fonte: Autor.

Para a avaliacdo do efeito do tratamento na peroxidacdo lipidica foi
determinado os niveis de TBARS no cortex pré-frontal e hipocampo (figura 22). No
cortex pré-frontal (figura 22, painel A), o EtOH aumentou significativamente o
parametro em relacdo ao controle. No grupo OEPR+EtOH, houve aumento do
parametro em relacédo ao controle e reducao significativa em comparacdo ao EtOH
[Niveis de TBARS no cortex pré-frontal: EtOH (p<0,001) em relagdo ao controle;
OEPR+EtOH (p<0,05) em relagao ao controle e (p<0,01) em relacdo ao EtOH].
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Figura 22: Efeitos do tratamento experimental nos niveis de TBARS no coértex pré-frontal (painel A) e
hipocampo (painel B). Resultados expressos como a média + e.p.m. de 5-10 animais por grupo.
*Diferenca significativa em relacdo ao grupo controle *(p<0,05), **(p<0,01) e ***(p<0,001); #Diferenca
significativa em relacdo ao grupo EtOH ##(p<0,01); aDiferenca significativa em relagdo ao grupo
OEPR aaa(p<0,001). Teste ANOVA uma via seguido do teste de Bonferroni.

Fonte: Autor.

No hipocampo (figura 22, painel B), o EtOH aumentou de forma significativa o
nivel de TBARS comparado ao controle, enquanto o OEPR+EtOH aumentou em
relacéo ao controle e OEPR [Niveis de TBARS no hipocampo: EtOH (p<0,01) em



70

relacdo ao controle; OEPR+EtOH (p<0,05) em relagéo ao controle e (p<0,001) em

relacdo ao OEPR].

4.6 Efeitos do tratamento experimental nos niveis de citocinas

O efeito do tratamento experimental sobre as concentragdes das citocinas IL-
18, IL-6 e TNF-a foi determinado nas duas amostras cerebrais coletadas. A
avaliacao de IL-1B no cortex pré-frontal e hipocampo é apresentada na figura 23. Na
primeira area central analisada (figura 23, painel A), o grupo EtOH aumentou
significativamente a concentragdo de IL-13 em relagdo ao controle. O dleo isolado
(grupo OEPR), no entanto, reduziu de forma significativa a citocina pro-inflamatoria
em relacdo ao controle e OEPR+EtOH. O grupo OEPR+EtOH, apesar de ter
apresentado aumento em relacdo ao controle, reduziu significativamente o
parametro comparado ao EtOH [Concentracdo de IL-1B no cortex pré-frontal: EtOH
(p<0,001) em relacdo ao controle; OEPR (p<0,001) em relacdo ao controle e
OEPR+EtOH; OEPR+EtOH (p<0,05) em relacéo ao controle e (p<0,001) em relacdo
ao EtOH].
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Figura 23: Efeitos do tratamento experimental nas concentracdes de IL-1B no cértex pré-frontal
(painel A) e hipocampo (painel B). Resultados expressos como a média + e.p.m. de 5 animais por
grupo. *Diferenga significativa em relacdo ao grupo controle *(p<0,05), **(p<0,01) e ***(p<0,001);
#Diferenca significativa em relacdo ao grupo EtOH ##(p<0,01) e ###(p<0,001); aDiferenca
significativa em relacdo ao grupo OEPR+EtOH aa(p<0,01) e aaa(p<0,001). Teste ANOVA uma via
seguido do teste de Bonferroni (painel A). Teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunns, e teste
de Mann Whitney se necessario (painel B).

Fonte: Autor.

No hipocampo (figura 23, painel B), houve aumento da concentracdo da
citocina no grupo EtOH em relacdo ao controle, enquanto o grupo OEPR reduziu
significativamente os niveis de IL-1B ao controle e OEPR+EtOH. No grupo

OEPR+EtOH, houve reducao significativa do parametro em relacdo ao EtOH, sem
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diferenca ao controle [Concentragdo de IL-18 no hipocampo: EtOH (p<0,01) em
relacdo ao controle; OEPR (p<0,01) em relacdo ao controle e OEPR+EtOH;
OEPR+EtOH (p<0,01) em relacdo ao EtOH].

A figura 24 apresenta o efeito do tratamento nas concentracdes de IL-6 em
ambas as amostras. No cértex pré-frontal (figura 24, painel A), ocorreu 0 aumento
significativo da citocina no grupo EtOH em relagdo ao controle. O grupo OEPR
reduziu significativamente a concentracdo de IL-6 em relacdo ao controle e
OEPR+EtOH. O grupo OEPR+EtOH aumentou o parametro em comparacao ao
controle, mas reduziu de maneira significativa em relagdo ao EtOH [Concentragao
de IL-6 no coértex pré-frontal: EtOH (p<0,001) em relacdo ao controle; OEPR
(p<0,001) em relacdo ao controle e OEPR+EtOH; OEPR+EtOH (p<0,001) em

relacdo ao controle e EtOH].
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Figura 24: Efeitos do tratamento experimental nas concentracdes de IL-6 no cértex pré-frontal (painel
A) e hipocampo (painel B). Resultados expressos como a média £ e.p.m. de 5 animais por grupo.
*Diferenca significativa em relacdo ao grupo controle **(p<0,01) e ***(p<0,001); #Diferenca
significativa em relacdo ao grupo EtOH ##(p<0,01) e ###(p<0,001); aDiferenca significativa em
relacdo ao grupo OEPR+EtOH aa(p<0,01) e aaa(p<0,001). Teste de Kruskal-Wallis seguido do teste
de Dunns, e teste de Mann Whitney se necessario (painel B).

Fonte: Autor.

Nas amostras de hipocampo (figura 24, painel B), o EtOH aumentou as
concentracdes da citocina em comparacao ao controle. Novamente, o grupo OEPR
reduziu de maneira significativa IL-6 em comparagdo ao controle e OEPR+EtOH,
enquanto esse ultimo reduziu o parametro em relacdo ao EtOH, sem diferenca ao
controle [Concentracdo de IL-6 no hipocampo: EtOH (p<0,01) em relacdo ao
controle; OEPR (p<0,01) em relacdo ao controle e OEPR+EtOH; OEPR+EtOH
(p<0,01) em relagéo ao EtOH].

Por fim, foram determinadas as concentracbes de TNF-a no cértex pré-frontal

e hipocampo dos roedores (figura 25). No cortex pré-frontal (figura 25, painel A), o
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EtOH aumentou a concentragdo de TNF-a em relagéo ao controle, enquanto o grupo
OEPR diminuiu a concentracdo da citocina em relacdo ao controle e OEPR+EtOH.
No OEPR+EtOH, houve aumento significativo de TNF-a comparado ao controle e
reducdo em relacdo ao EtOH [EtOH (p<0,001) em relagdo ao controle; OEPR
(p<0,001) em relagcdo ao controle e OEPR+EtOH; OEPR+EtOH (p<0,001) em

relacdo ao controle e EtOH].
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Figura 25: Efeitos do tratamento experimental nas concentragfes de TNF-a no coértex pré-frontal
(painel A) e hipocampo (painel B). Resultados expressos como a média + e.p.m. de 5 animais por
grupo. *Diferenca significativa em relacdo ao grupo controle *(p<0,05) e ***(p<0,001); #Diferenca
significativa em relagdo ao grupo EtOH ###(p<0,001); aDiferenca significativa em rela¢do ao grupo
OEPR aaa(p<0,001). Teste ANOVA uma via seguido do teste de Bonferroni.

Fonte: Autor.

Resultados similares de TNF-a no cortex pré-frontal foram encontrados no
hipocampo (figura 25, painel B). O grupo EtOH aumentou de maneira significativa a
concentracdo da citocina em comparacdo ao controle. O grupo OEPR novamente
reduziu significativamente TNF-a em relacdo ao controle e OEPR+EtOH, enquanto
nesse ultimo, ocorreu aumento em relacdo ao controle e reducdo em relagdo ao
EtOH [EtOH (p<0,001) em relagcdo ao controle; OEPR (p<0,001) em relagcdo ao
controle e OEPR+EtOH; OEPR+EtOH (p<0,05) em relacao ao controle e (p<0,001)

em relacéo ao EtOH].
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5 DISCUSSAO

Diversos fatores interferem no rendimento e composicdo quimica de 6leos
essenciais, que incluem diferentes técnicas de extracdo, parte do material vegetal
utilizado, idade da planta e época de colheita (NATTUDURAI et al., 2017). Variagbes
ambientais e técnicas também influenciam no rendimento e teor de linalol do 6leo de
pau-rosa. A maior precipitacdo de agua do periodo chuvoso, por exemplo, aumenta
o rendimento do Oleo ao facilitar sua separacdo no método de hidrodestilacdo. No
entanto, folhas velhas e a maior circulagdo de 4gua nessa parte vegetal pode reduzir
a concentracdo de linalol. Na madeira, produtos oxidados do linalol sdo mais
observados em troncos antigos (MAIA et al., 2007). Além disso, o 6leo extraido do
tronco, que € comercializado no mercado internacional e usado em produtos
cosméticos, tem aproximadamente metade do rendimento real existente na espécie
por conta da baixa eficiéncia das destilarias de campo, variando de 0,7 a 1,2%
(MAIA et al., 2007). Almeida et al. (2009) obtiveram um rendimento de 1% no
processo de destilacdo em campo, enquanto que em laboratério foi de 2,1%.

Em nossa investigacdo anterior, o 6leo essencial das folhas de pau-rosa
apresentou um rendimento de 1,8% e teor de linalol de 88,6% (SANTOS et al.,
2018). No trabalho atual, o 6leo de galhos apresentou maior rendimento (2,8%) e
concentracdo de linalol (93,4%). O maior rendimento pode ter ocorrido pela coleta do
material vegetal ter sido realizada em janeiro, periodo de maior precipitacao
pluviométrica na regido amazénica, e o alto teor de linalol pode estar relacionado a
uma idade jovem da amostra vegetal. Em outro trabalho, o 6leo de pau-rosa obtido
de galhos finos apresentou um rendimento de 2,8% e teor de linalol de 93,6%
(TELES et al., 2021), dados similares aos encontrados na presente avaliagao.

Apoés a realizacdo dos ensaios comportamentais, os dados do grupo OEPR
sugerem reduc¢ao do tempo de autolimpeza em relagéo ao controle no teste splash,
sem apresentar diferenca significativa no tempo de imobilidade também em relacéo
ao controle no teste do nado forcado. Esses resultados contrastam com 0 noSso
estudo anterior, no qual tanto o Oleo de pau-rosa quanto o padrao linalol
aumentaram o tempo de autolimpeza e reduziram o tempo de imobilidade sobre o
controle, apresentando atividade do tipo antidepressiva (SANTOS et al., 2018). E
importante destacar que os modelos de estudo, as vias de administracdo, os tempos
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de tratamento e os géneros utilizados nas duas avaliagbes sdo diferentes. O fator
comum foi a dose de 35 mg/kg do 6leo de pau-rosa.

No presente estudo, o tratamento subcrénico com o 0leo essencial pode ter
ativado os sistemas inibitérios do SNC, visto que o Oleo de pau-rosa ap0s uma
simples administragédo intraperitoneal de 200 e 300 mg/kg induziu sedacdo em
roedores (ALMEIDA et al., 2009) e nas concentracdes de 250 e 300 pl L*
apresentou efeito anestésico em peixes (KIZAK et al., 2018).

Por outro lado, na presente investigacao, os resultados sugerem que o Oleo
de pau-rosa rico em linalol promoveu melhora do perfil aneddnico e depressivo
induzido pelo alcool, prevenindo as alteracbes comportamentais observadas no
grupo EtOH. De acordo com os dados, o grupo OEPR+EtOH aumentou o tempo de
autolimpeza e diminuiu o tempo de imobilidade, ambos de maneira significativa em
comparacao ao grupo EtOH e sem diferencas significativas em relacdo ao controle
nos testes splash e nado forcado, respectivamente.

O efeito do tipo antidepressivo do 6leo de pau-rosa foi descrito pela primeira
vez no nosso estudo anterior (SANTOS et al., 2018). No entanto, as evidéncias da
atividade antidepressiva de outros Oleos essenciais ricos em linalol e do padrao
linalol foram apresentadas, inclusive com atenuagdo dos comprometimentos
comportamentais induzidos por diferentes agentes.

Em um modelo animal de estresse induzido pela privacdo de sono, o linalol
reduziu o tempo de imobilidade no teste do nado forcado, aumentou os niveis de
serotonina no hipocampo e atenuou a reducdo dos niveis plasmaticos de serotonina
(LEE; JUNG; JUNG, 2018). Posteriormente, a inalacdo do 6leo essencial de lavanda
rico em linalol melhorou o comportamento do tipo depressivo em um modelo de
depressdo, ansiedade e reducdo da neurogénese induzidas por corticosterona.
Houve reducdo do tempo de imobilidade nos animais tratados com Oleo e
corticosterona em relacdo aos tratados somente com corticosterona e o grupo do
6leo isolado n&o apresentou diferenca ao controle (SANCHEZ-VIDANA et al., 2019).
Esses achados sédo similares aos da presente avaliacdo. A inalacdo do Oleo
essencial de manjericao também atenuou o estado depressivo ap0s exposicdo ao
estresse moderado imprevisivel (AYUOB et al., 2017).

Apoés 24 horas dos testes comportamentais, amostras do cortex pré-frontal e
hipocampo foram coletadas para a realizacdo dos ensaios biologicos. Na avaliacéo

da expressdo génica, nossos dados sugerem que o grupo OEPR aumentou
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marcadamente a expressdo de genes de BDNF no cértex pré-frontal e hipocampo,
com aproximadamente o dobro da expressdo em relagéo ao controle. Além disso, 0s
dados indicam que o Oleo promoveu efeito neuroprotetor em ambas as areas
cerebrais dos animais expostos ao etanol (OEPR+EtOH), pois também houve
aumento da expressdo de BDNF, ainda que abaixo do grupo OEPR, mas
significativamente acima do controle e EtOH.

E a primeira vez que o efeito do 6leo de pau-rosa é avaliado quanto a
expressao de BDNF. Entretanto, o efeito de outros 6leos ricos em linalol e do proprio
composto isolado na expressédo de BDNF ja foram descritos. Na pesquisa conduzida
por Sanchez-Vidafa et al. (2019), o 6leo de lavanda aumentou a neurogénese, a
complexidade dendritica e o numero de células positivas de BrdU. Por outro lado,
altas concentracdes de BDNF e ocitocina s6 foram registradas no grupo do 6leo de
lavanda isolado. Isso pode ter ocorrido pelo menor teor de linalol encontrado no 6leo
da espécie comparado ao alto teor presente no 6leo de pau-rosa. Na avaliacdo de
Ayuob et al. (2017), o 6leo de manjericdo reduziu a atrofia de células nervosas,
restaurou o numero reduzido de astrocitos e diminuiu células apoptéticas nervosas e
gliais no hipocampo. Segundo o estudo, 0 mecanismo de ag&o antidepressiva ocorre
através da modulacéo positiva da expressao génica e proteica de BDNF.

Em um modelo animal da doenca de Alzheimer, o 6leo de lavanda e o linalol
restauraram a expressao reduzida de proteinas associadas a plasticidade sinaptica,
incluindo CaMKIl, o BDNF e o TrkB (XU et al., 2017). Em outro estudo pré-clinico, o
linalol modulou a conectividade sinaptica, o desenvolvimento e a plasticidade
neuronal no hipotalamo de animais sujeitos ao estresse por restricdo (YOSHIDA et
al., 2017). Em uma investigagao similar anterior, o (-)-linalool aumentou a expresséo
génica relacionada a diferenciacdo neuronal e a fatores reguladores da transcricao
(NAKAMURA et al., 2010). Esses estudos corroboram com os nossos achados,
contribuindo para a compreensao de que o efeito neuroprotetor e modulador positivo
do 6leo de pau-rosa rico em linalol na expressao génica de BDNF, um dos possiveis
mecanismos da sua atividade antidepressiva, ocorre pela acao do linalol.

O efeito do tratamento sobre a expressao de genes de S100B também foi
avaliado. Os resultados do presente estudo sugerem que o 6leo de pau-rosa (grupo
OEPR), assim como na expressdao de BDNF, aumentou consideravelmente a
expressdo de S100B no cortex pré-frontal e no hipocampo. Novamente, os dados

apresentam aproximadamente o dobro da expressdo em comparacao ao controle.
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De acordo com os dados, também houve aumento significativo da expressao de
S100B no grupo OEPR+EtOH em relacdo ao controle e EtOH tanto no cértex pré-
frontal quanto no hipocampo. Combinado com os achados da avaliacdo bioldgica
dos parametros do estresse oxidativo e das concentracbes das citocinas pro-
inflamatorias, além dos dados da expressdo de genes de BDNF, os resultados
sugerem que o efeito do 6leo de pau-rosa na expressdo génica de S100B ocorreu,
possivelmente, na via neurotrofica da proteina.

A abordagem neurotréfica de S100B foi relatada anteriormente. Em uma
investigagdo com pacientes em sindrome de abstinéncia alcoodlica aguda, os autores
propuseram que niveis séricos mais altos de S100B no inicio do tratamento estavam
dentro da faixa neuroprotetora e trofica, e provavelmente representaram um
mecanismo protetor e contrarregulador a neurotoxicidade mediada por glutamato
induzida pelo alcool (WEDEKIND et al., 2011).

Em uma pesquisa pré-clinica, a fluoxetina aumentou a expressédo de genes e
proteinas S100B aos 90 dias pos-natais, caso os ratos tenham sido tratados entre os
dias 21 e 35 pdés-natal, e ap6s 24 horas do fim do tratamento em praticamente todos
os estagios de desenvolvimento. O estudo pontua que o periodo referente a
periadolescéncia no desenvolvimento cerebral de ratos é altamente sensivel ao
tratamento com fluoxetina, um medicamento classico da préatica clinica
antidepressiva (BOCK et al., 2013). E valido ressaltar o periodo comum de
tratamento entre esse Ultimo trabalho e a nossa investigacdo. Nesse sentido, o
aumento da expressdao de S100B pode ser uma caracteristica de moléculas
antidepressivas durante esse periodo de desenvolvimento pos-natal.

A fluoxetina aumenta os niveis de serotonina, que por sua vez estimula a
expressao de S100B via receptor 5-HT14 (BOCK et al., 2013). Adicionalmente, além
de S100B, a sobrevivéncia e maturagdo de neurdnios serotoninérgicos sao tambéem
promovidas pela propria serotonina e pelo BDNF. Além disso, o0 BDNF estimula a
expressao local de S100B. Dessa forma, a via serotoninérgica pode ser influenciada
indiretamente pelo BDNF através da estimulacdo da expressdo de S100B (DJALALI
et al., 2005). E importante destacar que o linalol interage com receptores 5-HT1a
serotoninérgicos pos-sinapticos (GUZMAN-GUTIERREZ et al., 2015) e apresenta
efeito modulador positivo no BDNF (SANTOS et al., 2022).

Para a determinacdo da capacidade antioxidante in vitro do 6leo de pau-rosa

foi realizado o ensaio DPPHe. O resultado do método DPPH« confirmou que o éleo
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de pau-rosa foi ativo na presenca dos radicais DPPHe e apresentou uma boa
capacidade antioxidante. A atividade antioxidante in vitro do 6leo de pau-rosa possui
poucas evidéncias. Para o linalol diferentes achados foram descritos na literatura
cientifica.

Em trabalhos recentes, o 6leo de pau-rosa e o linalol apresentaram eficiente
atividade antioxidante dependente da concentracdo através da inibicdo de radicais
ABTSe+ (TELES et al., 2021), e a encapsulacao do 6leo essencial em nanoemulséo
de quitosana aumentou a atividade antioxidante nos ensaios ABTSe+ e DPPH-
(SINGH et al., 2022). Em avaliagbes anteriores, o linalol apresentou atividade
antioxidante significativa com um efeito initério médio na hemolise eritrocitaria
(ELGENDY; SEMEIH, 2019), além de alto potencial em inibir a peroxidacéo lipidica
no método do B-caroteno, porém, fraca atividade na inibicdo de radicais DPPHe
(DUARTE et al., 2016). Além disso, 0 monoterpeno exibiu capacidade antioxidante
abaixo de 25% e fraca eliminacéo de radicais no método DPPHe« (REN et al., 2018;
TORRES-MARTINEZ et al., 2018). A falta de padronizacdo dos resultados torna
dificil sua interpretacdo, o que pode gerar relatos divergentes para a mesma amostra
(DENG; CHENG; YANG, 2011).

Posteriormente, o efeito do 6leo de pau-rosa sobre o perfil antioxidante nas
areas cerebrais investigadas foi avaliado pelos niveis de GSH e TEAC. Os
resultados indicaram o cortex pré-frontal como mais sensivel ao tratamento com 6leo
essencial, o qual restaurou o estado antioxidante prevenindo as alteracées induzidas
pelo a&lcool. Os dados sugerem que o grupo OEPR+EtOH aumentou
significativamente os niveis de GSH e TEAC em relagdo ao grupo EtOH, sem
apresentar diferenca ao controle.

O trabalho atual apresenta pela primeira vez o efeito do 6leo de pau-rosa no
perfil redox de areas do SNC. No entanto, a atividade antioxidante do linalol em
diferentes tecidos e linhagens celulares foi relatada. De acordo com esses estudos,
o linalol aumentou as concentragfes de catalase, superoxido dismutase e glutationa
em diferentes areas do SNC, em outros sistemas corporais, além de diferentes
culturas de células e apresentou capacidade de eliminar espécies reativas de
oxigénio (GUNASEELAN et al.,, 2017; MEHRI; MESHKI; HOSSEINZADEH, 2015;
ONER et al., 2019; PARK et al., 2016; THAPA et al., 2019, WU et al., 2014). Em um
trabalho recente, o linalol melhorou a atividade sérica da capacidade antioxidante

total, superoxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase na hepatoxicidade e



79

nefrotoxicidade induzidas por tetracloreto de carbono em ratos (MAZANI et al.,
2022).

O efeito do 6leo de pau-rosa na peroxidacao lipidica foi avaliado pelos niveis
de TBARS. Novamente, o cOrtex pré-frontal apresentou maior sensibilidade ao
tratamento. Os dados da andlise sugerem que o grupo OEPR+EtOH, apesar de ter
apresentado diferenga em relagdo ao controle, reduziu significativamente o
parametro em relacdo ao grupo EtOH. Nesse sentido, o 6leo de pau-rosa rico em
linalol atenuou a peroxidacéo lipidica, apresentando uma tendéncia de prevenir essa
alteracéo induzida pelo alcool.

Esses resultados corroboram com as evidéncias descritas na literatura. Em
modelos animais, o linalol reduziu os niveis de MDA induzida por acrilamida no
cortex cerebral (MEHRI; MESHKI; HOSSEINZADEH, 2015), induzida por
doxorrubicina no coracao e rins (ALTINOZ et al., 2022; ONER et al., 2019), induzida
por tetracloreto de carbono no figado (MAZANI et al., 2022) e por acido acético no
cOlon (TEKELI et al., 2018). O linalol também apresentou atividade neuroprotetora
ao reverter o aumento dos teores de nitritos e lipoperoxidacdo no corpo estriado,
hipocampo e cortex pré-frontal de ratos hemiparkinsonianos (DE LUCENA et al.,
2020). Os trabalhos indicam que os mecanismos do efeito antioxidante do linalol s&o
baseados principalmente na modulacdo enzimética antioxidante, bem como na
atividade de eliminacdo de radicais livres (SANTOS et al., 2022). A ativagao da via
de sinalizacao do fator nuclear eritride 2 relacionado ao fator 2 (Nrf2) foi proposta
como um mecanismo alternativo para a atividade antioxidante do linalol (WU et al.,
2014). O Nrf2 induz a transcricao de genes relacionados a vias antioxidantes, como
a via dependente de glutationa, além de modular respostas inflamatdrias e imunes
(HE; ANTONUCCI; KARIN, 2020).

A partir da avaliacdo biologica dos parametros do estresse oxidativo, 0s
nossos resultados sugerem um efeito neuroprotetor do 6leo de pau-rosa aos danos
oxidativos gerados pelo alcool, ao aumentar os niveis de GSH e TEAC, além de
atenuar o aumento de TBARS no cortex pré-frontal induzido pelo alcool. Destaca-se
que o Oleo essencial, assim como na avaliagdo do comportamento do tipo
depressivo, s6 apresentou atividade nos parametros do estresse oxidativo na
presenca de um indutor de dano, visto que o grupo OEPR nao demonstrou diferenga

em relacao ao controle.
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Os efeitos do tratamento experimental no perfil inflamatério das é&reas
coletadas também foram investigados. A partir da avaliacdo das concentragbes de
citocinas pro-inflamatérias, os dados sugerem que o 6leo de pau-rosa isolado (grupo
OEPR) apresentou efeito anti-inflamatério ao reduzir os niveis de todas as citocinas
analisadas nas amostras de cortex pré-frontal e hipocampo. Além disso, de modo
geral, o 0leo de pau-rosa rico em linalol atenuou o aumento das citocinas induzido
pelo alcool, prevenindo completamente as alteracdes nas citocinas IL-1B e IL-6 no
hipocampo (grupo OEPR+EtOH).

O efeito anti-inflamatério do 6leo de pau-rosa carece de evidéncias.
Contrariamente, a atividade anti-inflamatoria do linalol é bem documentada. Em
modelos experimentais de inflamag&o in vitro e in vivo, o linalol inibiu a resposta
inflamatoria e reverteu os principais sinais quimicos da inflamacdo no SNC através
da reducao de citocinas e mediadores pro-inflamatorios, incluindo IL-18, TNF-a, ON,
NOS2, iINOS, proteina quinase ativada por mitégeno (MAPK), COX-2 e PGE2 (HUO
et al., 2013; LI et al., 2015; SABOGAL-GUAQUETA; OSORIO; CARDONA-GOMEZ,
2016; SABOGAL-GUAQUETA et al., 2019).

A administracdo intranasal diaria de 25 mg/kg de linalol por um més em ratos
isquémicos apresentou efeito anti-inflamatério por meio da reducao dos niveis de IL-
18 e COX-2 no cértex cerebral e hipocampo, promovendo atividade protetora
microglial em apoio a recuperacdo neurolégica e cognitiva. A atividade anti-
inflamatoria do linalol também foi observada em culturas de astrécitos e microglia
apos excitotoxicidade induzida por glutamato (BARRERA-SANDOVAL; OSORIO;
CARDONA-GOMEZ, 2019).

Perifericamente, em estudos pré-clinicos, o linalol diminuiu as concentracdes
de IL-6 e TNF-a no tecido pulmonar (WU et al.,, 2014), e de IL-1B, TNF-a e
interferon-y (IFN-y) no baco e linfonodos mesentéricos (LEE et al.,, 2018). Os
trabalhos descritos na literatura cientifica sugerem diferentes mecanismos para a
atividade anti-inflamatéria do linalol, com foco no bloqueio de receptores NMDA, das
vias da proteina quinase B (AKT), MAPK e NF-kB, da supressdo da expressao de
moléculas sinalizadoras da via do TLR4, além da ativacdo da via do Nrf2 (SANTOS
et al., 2022).

A partir da analise dos ensaios comportamentais e bioldgicos, nossos dados
indicam que os efeitos comportamentais do 6leo de pau-rosa rico em linalol foram

relacionados a modulacéo positiva de genes de BDNF e S100B, a restauracdo dos
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niveis de GSH e TEAC, além da atenuacdo do aumento de TBARS, IL-183, IL-6 e
TNF-a induzidos pelo alcool.
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6 CONCLUSAO

Apoés a realizacdo da analise fitoquimica, da avaliacdo em comportamentos
do tipo anedonico e depressivo e dos ensaios bioldgicos, os resultados sugerem que
0 6leo essencial de pau-rosa rico em linalol melhorou o perfil depressivo induzido
pelo alcool através de um mecanismo neuroprotetor ao modular positivamente a
expressdo génica de fatores neurotroficos, reequilibrar o estado antioxidante e

atenuar o processo inflamatério, possivelmente pela acao do linalol.
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