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Resumo:

A ansiedade, um dos mais freqiientes distirbios do sistema nervoso central, afeta uma
em cada oito pessoas da populacdo mundial, sendo que nem todos os pacientes
respondem as drogas disponiveis que, ainda, podem induzir tolerancia e/ou
dependéncia. A depressao é caracterizada como um distirbio do humor seriamente
deprimido acompanhado de sintomas adicionais tais como sentimentos de desvalia,
anedonia, podendo muitas vezes chegar ao suicidio. A terapéutica disponivel para
essas patologias apresentam diversos efeitos colaterais importantes e ndo sao capazes
de controlar os quadros em todos os pacientes, além da demora para o inicio de suas
acoes. Deste modo a avaliacdo de novos compostos pode ser util no sentido de se
encontrar novas alternativas de tratamento, mais eficazes e seguras. Assim, o objetivo
deste trabalho foi avaliar a atividade ansiolitica e antidepressiva dos 6leos essenciais de
Mentha piperita e de Cananga odorata em dois modelos comportamentais validados, o
labirinto em cruz elevado e o teste de suspensao pela cauda por via inalatéria em
camundongos. Os resultados dos testes farmacolégicos mostraram que o 6leo essencial
de Mentha piperita aumentou significativamente o tempo de permanéncia e o nimero de
entradas nos bracos abertos do labirinto em cruz elevado, na concentracdo de 0,01%
quando comparados com o grupo controle, indicando um efeito do tipo ansiolitico. O
oleo essencial de Cananga odorata reduziu significativamente o parametro primario de
tempo de imobilidade, no teste de suspensao pela cauda, nas concentracdes de 0,1% e
1,0%, indicando um efeito do tipo antidepressivo. Além disso, observou-se também um
aumento na laténcia para imobilidade reforcando o efeito do tipo antidepressivo. No
teste do campo aberto, nenhuma diferenca significante foi observada em qualquer dos
parametros registrados (freqiiéncia da locomocdo e numero de rearings) dos grupos
tratados com o6leo essencial quando comparados com os valores controles. Tal resposta
pode ser atribuida a ativacao do sistema olfatério pelos componentes volateis presentes

nos o6leos essenciais ou por absorcao através de membranas biologicas.
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Abstract:

Anxiety is one of the most frequent central nervous system disorder affecting one
every eight people in the world population. All the patients submitted to treatment
do not always achieve a good response, and the drugs available for treatment can
lead to tolerance and dependency. Depression is a chronic mental disorder clinically
characterized by a pervasive low mood, loss of interest or pleasure in daily
activities, low self-esteem, and a high suicidal tendency. The available drugs
present important collateral effects and they are not capable to control the pictures
in all the patients, also delay to beginning the action. This way, the efforts to find in
new substances with potential therapeutic activity are justified. The present study
aimed at assessing a possible anxiolytic and antidepressant effect in mice exposed
to the inhalation of the essential oil of Mentha piperita and Cananga odorata,
evaluated in experimental models of anxiety (elevated plus-maze) and depression
(tail suspension test). The results showed that the essential oil of Mentha piperita
0,01% induced a significant increase in the time spent and number of visits in the
open arms, when compared with the control group indicating the anxiolytic-like
effect. The essential oil of Cananga odorata 0,1% e 1,0% reduced immobility time in
the tail suspension test, indicating the antidepressant-like effect. Moreover, we
observed that an increase the latency to immobility emphasizing the
antidepressant-like effect. In the open-field test, we not observed any difference
between the groups (frequency of locomotion and rearing). These effects can be
attributed of the olfactory system activation for volatile components the essential oil

or by absorption through biological membranes.
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Prologo:

Durante o curso de Pés-graduacao em Ciéncias Biologicas - Area de
Farmacologia houve a possibilidade de participacao em diferentes atividades
extra-curriculares bem como em outras atividades de pesquisa desenvolvidas
no laboratorio. Estas atividades possibilitaram a divulgacao de resultados em

Congressos Nacionais e Internacionais.

* Trabalhos apresentados na forma de painel em evento cientifico

internacional:

= SANTOS, R.C.; FERREIRA, F. G.; RIBEIRO, C.A.S.; COSTA, M.; HIRUMA-
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L. e seu comporto majoritario (Eugenol) em camundongos. In: 2° Congresso

Iberoamericano de Fitoterapia, Lisboa — Portugal, 2009, p. 123-123.

= SANTOS, R.C.; RIBEIRO, C.A.S. ; FERREIRA, F. G. ; COSTA, M.; HIRUMA-
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Eucalyptus sp. em camundongos. In: 2° Congresso Iberoamericano de

Fitoterapia, Lisboa — Portugal, 2009, p. 122-122.

= RIBEIRO, C.A.S. ; FERREIRA, F. G. ; COSTA, M. . Interferéncia de exposicoes
multiplas sobre os parametros comportamentais avaliados em modelos
experimentais de ansiedade em camundongos. In: I IBRO/LARC Congress of
Neurosciences, 2008, Buzios - RJ. I IBRO/LARC Congress of Neurosciences,
2008. p. 136-136.

= COSTA, C.A.R.A. ; FERREIRA, F. G. ; COSTA, M. . Avaliacdo do oéleo
essencial de Cymbopogon citratus em modelos de transtornos obsessivo
compulsivo (TOC) e depressivo (TD).. In: XX Simposio de Plantas Medicinais do

Brasil e X International Congress of Ethnopharmacology, 2008. p. 142-142.
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l. Introducéo:

Disturbios do sistema nervoso central acometem milhfes de pessoas no
mundo e podem afetar diferentes aspectos do comportamento como 0 pensamento,
as emocdes, a memaria, as sensagodes, a linguagem e o movimento, interferindo na
qualidade de vida sob o ponto de vista biolégico, psicolégico e/ou social.

A ansiedade é um sentimento vago e desagradavel de medo, apreensao,
caracterizado por tensao ou desconforto derivado de antecipacdo de perigo, de algo
desconhecido ou estranho (CRYAN & HOLMES, 2005). E um fendmeno decorrente
de longo processo evolutivo que permite 0 organismo reagir a situagfes que
ameacem sua existéncia. Sob este aspecto € um fendmeno benéfico que reduz as
ameacas potenciais e suas possiveis consequéncias, mas permanecer
indefinidamente neste padrdo comportamental pode trazer consequéncias
indesejaveis como fadiga, deficiéncia do sistema imunoldgico e, inclusive, morte
(GRAEFF & BRANDAO, 1999).

A classificacdo dos transtornos ansiosos ndo é simples ou uUnica embora
ocorra uma tendéncia a unificacdo diagnostica internacional, ainda nao disponivel
(KESSLER, 2005). Uma das classificacbes mais bem aceitas € a proposta pelo
Manual de Diagndéstico e Estatistica de Transtornos Mentais, IV Revisdo (DSM-IV),
gue classifica os transtornos de ansiedade em: transtorno de ansiedade
generalizada, transtorno do panico, agorafobia, fobia social, transtorno obsessivo-
compulsivo, fobias especificas e transtorno de estresse pés-traumatico (AMERICAN
PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2002). Os transtornos ansiosos representam o
grupo de desordens psiquiatricas mais prevalente, caracterizados por quadros

clinicos em gque os sintomas sao primarios, ou seja, ndo sdo derivados de outras



Introducao

condi¢cdes psiquiatricas (depresséo, psicose, transtorno do desenvolvimento ou
hipercinético, entre outros) (KESSLER, 2005).

Em um estudo multicéntrico, utilizando os critérios diagnoésticos do DSM,
ALMEIDA FILHO e colaboradores (1992; 1997) constataram alta prevaléncia na
populacdo brasileira (8% a 18%) como também alta prevaléncia de casos
potencialmente necessitados de assisténcia (5% a 12%). Dentre os tipos de
ansiedade, outro estudo brasileiro (ANDRADE et al., 2002) observou distribuicdo
diferencial de prevaléncia para os tipos de ansiedade: transtorno de ansiedade
generalizada (4,2%), transtorno de panico (1,6%), agorafobia (2,1%), fobia simples
(4,8%), fobia social (3,5%) e transtorno obsessivo-compulsivo (0,3%). No entanto,
apesar da alta prevaléncia, menos de 30% dos individuos que sofrem de transtornos
ansiosos procuram tratamento (LEPINE, 2002).

Dentre os tratamentos medicamentosos, 0s Benzodiazepinicos (BZDs) séo
drogas que possuem efeito ansiolitico com alta eficacia terapéutica e baixos riscos
de intoxicacdo (SILVA, 1999), mas que podem levar ao uso abusivo,
desenvolvimento de tolerancia, de sindrome de abstinéncia e de dependéncia pelos
usuarios cronicos (OLIVER et al., 1998), o que reduz sua seguran¢ca de uso, em
especial na vigéncia de fatores de risco (FRASER, 1998). Os BZDs ligam-se a sitios
especificos associados aos receptores GABA,, intensificando a neurotransmissao
inibitoria gabaérgica, o que resulta em efeitos adversos como sedacéo, relaxamento
muscular e sonoléncia, além de apresentarem interacdes importantes com outros
depressores do sistema nervoso central (OLIVER et al., 1998).

Também utilizados no tratamento de quadros ansiosos, as azapironas, como
a Buspirona, tém atividade agonista parcial sobre os receptores 5-HT;5 € sua acgéo
ansiolitica é devida tanto a atividade sobre receptores pré-sinapticos

somatodendriticos, diminuindo a frequéncia de disparos do neurbnio serotonérgico
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guanto a atividade sobre receptores pés-sinapticos, competindo com a serotonina e,
consequentemente, reduzindo sua acao (GRAEFF, 1999). A atividade ansiolitica ndo
é acompanhada de sedacgdo, no entanto, a remissdo dos sintomas comecga a ser
percebida apenas cerca de duas semanas apos o inicio do tratamento, que deve ser
feito trés vezes ao dia, devido a sua curta meia-vida. Os efeitos adversos mais
comumente associados ao uso da buspirona sdo nausea, vertigem, cefaléia e,
ocasionalmente, nervosismo e excitacdo (ANDREATINI et al., 2001).

Outras classes de drogas como antidepressivos, betabloqueadores,
antipsicoticos e extratos de espécies vegetais, tém sido utilizadas com sucesso em
alguns casos, no entanto, dentre os portadores de transtorno de ansiedade
generalizada estima-se que menos de 50% dos pacientes apresentem remissao total
da sintomatologia com as ferramentas farmacolégicas disponiveis, indicando a
necessidade de continuidade da pesquisa pré-clinica e clinica neste campo
(ANDREATINI et al., 2001).

Assim, os multiplos efeitos adversos das drogas disponiveis, e sua eficacia
limitada em uma consideravel propor¢cdo de pacientes, justificam os esforcos no
sentido de encontrar novas substancias com potencial atividade ansiolitica (CRYAN
& HOLMES, 2005; PILC & NOWAK, 2005).

Diversos estudos demonstram gue sintomas de ansiedade sao frequentes em
pacientes depressivos e, em geral, isso desencadeia um pior prognéstico
(CLAYTON et al., 1991; ZIMMERMAN et al., 2000; KESSLER & GREENBERG,
2002). A ansiedade e depressdo sao consideradas, na clinica, desordens distintas
devido aos diferentes tratamentos utilizados, usualmente os benzodiazepinicos e os
antidepressivos triciclicos. Entretanto, estudos clinicos tém demonstrado uma

grande sobreposicao entre esses dois estados (ANDREATINI & BACELLAR, 1999).
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A depressdo maior ou depressao unipolar é caracterizada por um humor
seriamente deprimido (sentimentos profundos de infelicidade, deslocamento e
desvalia) ou prazer reduzido nas atividades diarias, e € acompanhada por, pelo
menos, quatro sintomas adicionais que incluem mudancas no apetite e no peso
corporal, fadiga, agitacdo psicomotora, insnia ou hipersonia, falta de concentracao,
sentimentos de culpa, diminuicdo da libido e pensamentos suicidas (AMERICAN
PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2002). De acordo com a Organizagdo Mundial de
Saude (World Health Organization — WHO), a prevaléncia de depressdo maior é
crescente, sendo estimados 120 milhdes de casos (aproximadamente 5,8% dos
homens e 9,5% das mulheres) com um episddio depressivo em um dado momento
da vida (WHO, 2006). No ano de 2030 espera-se que a depressdo maior seja o
primeiro maior problema de satde em termos de qualidade de vida e incapacitacao
da populagdo mundial (WHO, 2004).

A fisiopatologia exata dos disturbios depressivos € ainda pouco esclarecida.
Na realidade, muito do que é conhecido hoje e as teorias prevalentes sao baseadas
no estudo dos mecanismos farmacol6gicos de acdo de compostos com atividade
antidepressiva conhecida.

A primeira substancia antidepressiva foi identificada por acaso na década de
50, durante o estudo de medicamentos usados para o tratamento da tuberculose
que pareciam melhorar o humor dos pacientes. Um derivado destes medicamentos,
o inibidor da enzima monoaminooxidase (IMAO) iproniazida mostrou sua capacidade
de reduzir os sintomas depressivos, constituindo, assim, a primeira farmacoterapia
efetiva para este disturbio (SNYDER, 1986). Logo depois uma segunda classe de
substancias, os antidepressivos triciclicos (ADT), inicialmente usados como anti-
histaminicos, foram usados na clinica para tratar transtornos depressivos. Estas

substancias, que ndo apresentam alguns dos mais sérios efeitos colaterais
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associados a inibicdo da MAO, inibem a recaptacdo de serotonina (5-HT) e
noradrenalina (NA) nos terminais sinapticos das sinapses centrais, prolongando a
possibilidade de interacdo destas monoaminas com seus receptores pos-sinapticos
(SNYDER, 1986).

A descoberta dos alvos moleculares para a primeira geragcdao de
medicamentos antidepressivos levou ao desenvolvimento das drogas da segunda e
da terceira geracgéo, tais como os inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina
(ISRS) e de noradrenalina (ISRN).

Todos estes farmacos agem pelos mesmos mecanismos farmacoldgicos,
chamados monoaminérgicos, que se caracterizam pela reversao do déficit funcional
das monoaminas transmissoras em certos locais do cérebro. E este déficit que leva
ao estado depressivo. Clinicamente, 0s novos compostos ndo sdo mais eficazes que
0s antigos, mas produzem menos efeitos adversos. Estes farmacos exercem seu
efeito antidepressivo por aumentarem a disponibilidade de monoaminas na fenda
sinaptica, por inibirem sua recaptacao, agindo direta ou indiretamente nos sistemas
transportadores pré-sinapticos, ou por inibirem a degradacdo dos mediadores.
Muitos estudos pré-clinicos e clinicos claramente implicam os sistemas
serotonérgicos e noradrenérgicos na agado antidepressiva (MANN, 1999; PAUWELS,
2000).

A teoria monoaminérgica da depressdo (HENDLEY & SNIDER, 1968) ainda é
a mais aceita para explicar a etiologia e a patogénese da depressao, atribuindo esta
psicopatologia a um prejuizo na neurotransmisséo serotonérgica e noradrenérgica e,
mais recentemente, dopaminérgica (KAPUR & MANN, 1992). Este déficit
monoaminérgico pode ser resultante de diversos mecanismos, ndo excludentes
entre si: reducdo da sintese ou degradacao precoce dos mediadores, expressado ou

funcdo alterada dos receptores destes mediadores, e prejuizo nos sistemas de
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transducdo de sinal ativados pelos receptores poés-sinapticos das monoaminas
(URANI et al., 2005).

A teoria monoaminérgica da depressao pode explicar algumas caracteristicas
do transtorno e é a base dos tratamentos usados ha mais de 50 anos, mas néo
explica por si s6 sua patogénese. A teoria monoaminérgica também nao explica o
grande numero de pacientes que nao respondem aos atuais agentes terapéuticos,
nem a demora para o0 aparecimento da resposta clinica ao tratamento
antidepressivo, jA& que um aumento da transmissdo serotonérgica e noradrenérgica
ocorre em horas apés o tratamento agudo, mas apenas 0 tratamento crbnico
melhora o humor. Estas observacbes sugerem que alteragcdes na transmissao
monoaminérgica representam somente o inicio de mudancgas plasticas mais lentas,
que poderiam subsidiar o inicio e a reversdo dos episodios depressivos. As
hipéteses mais recentes tentam implicar as vias de segundos-mensageiros, que
poderiam representar o correlato molecular das mudancas plasticas que ocorrem na
patogénese e na terapia antidepressiva (URANI et al., 2005).

Os farmacos antidepressivos produzem, em média, uma melhora dos
sintomas depressivos em 60 a 70% dos pacientes, no prazo de um més, enguanto a
taxa de placebo é em torno de 30%. Esses farmacos, tais como, os ADT, IMAO,
ISRS e ISRN, de um modo geral apresentam boa eficacia, entretanto apresentam
importantes efeitos colaterais como insoénia, efeitos anticolinérgicos, disfuncao
sexual, entre outros (SOUZA, 1999).

Além das abordagens farmacoldgicas classicas para o tratamento de
transtornos ansiosos e depressivos, praticas alternativas — como a aromaterapia —
também contribuem para o tratamento desses transtornos. E uma pratica
reconhecida ha mais de 4000 anos pelas suas propriedades de cura, incluindo a

interferéncia no estado de humor (MOSS et al., 2006), e nos ultimos anos aumentou
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0 interesse na avaliagdo do papel que os odores desempenham, na tentativa de
explicar o alivio de varios sintomas tais como ansiedade, depressao e estresse por
meio da inalacdo de um aroma (SPENCE et al., 2001).

A aromaterapia é definida como o uso terapéutico de uma fragrancia ou uma
substancia volatil para curar e para mitigar ou prevenir doencas, infeccdes e
indisposicdes apenas por meio da inalacdo e, frequentemente utiliza oleos
essenciais (Oleos etéreos ou esséncias) como fonte destas substancias volateis.
Segundo SIMOES (1999), os Oleos essenciais (OE) sido definidos pela 1SO
(International Standard Organization), como compostos organicos obtidos de partes
de plantas por destilacdo por arraste de vapor d’dgua. Em geral sdo misturas
complexas de substancias lipofilicas, odoriferas e liquidas, com aparéncia oleosa a
temperatura ambiente, com solubilidade limitada, mas suficiente para aromatizar as
solugbes aquosas (hidrolatos). Seus constituintes variam, mas o0s derivados
terpendides estdo presentes com frequéncia, sendo acoplados a fun¢fes organicas,
como alcoois, cetonas, aldeidos, fendis, ésteres, entre outros. Esta variedade na
composicdo quimica dos Oleos essenciais pode resultar em efeitos farmacoldgicos
diversos, e a aromaterapia clinica aborda esses efeitos visando restabelecer o
equilibrio organico (CARDOSO et al., 2000).

Linda B. Buck e Richard Axel, vencedores do prémio Nobel de Medicina e
Fisiologia de 2004, foram responséaveis pela decodificagdo genética dos receptores
de odores e a organizacdo do sistema olfatério. Em sua sintese a respeito do
assunto (BUCK, 2005) foi enfatizado que até a década de 90, o olfato era um dos
sentidos mais desconhecidos e as pesquisas se concentravam principalmente na
andlise da audicdo e da visdo. A descoberta permitiu a identificagdo de cerca de mil
genes que se expressam como receptores olfativos, capazes de reconhecer e

memorizar cerca de 10.000 substancias aromaticas conhecidas. Assim, cada célula
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olfativa é especializada em identificar um nimero determinado de odores, enviando
o sinal ao cérebro através de impulsos elétricos.

Esses receptores estdo posicionados nas células olfatérias, que ocupam uma
pequena area na parte superior do epitélio nasal e detectam as moléculas de odor
inaladas. As células olfatorias sdo neurdnios que possuem em sua parte apical, 0s
cilios olfatérios, nos quais estdo as proteinas receptoras de odor que estimulam as
células olfatérias. Quando um receptor de odor é ativado, um sinal elétrico é
originado na célula olfatoria e enviado ao cérebro através dos processos nervosos.
Resumidamente, cada receptor de odor ativa uma proteina G que estimula a
formacdo de AMPc (Monofosfato de Adenosina Ciclico). Este ativa canais i6nicos
que, ao se abrir, permitem a entrada de ions sédio, dando inicio a um potencial de
acdo que ativa a célula, enviando o sinal de odor para diversas areas do cérebro,
inclusive para o sistema limbico (BUCK, 2005).

Oleos essenciais — administrados por via inalatria — ja se mostraram efetivos
sobre a atividade do sistema nervoso central, trazendo beneficios terapéuticos a
pacientes deprimidos (HOLMES, 1999; FUJIWARA et al., 2002; LEMON, 2004), ou
ansiosos (MORRIS et al.,, 1995; LEMON, 2004), sendo capazes de reduzir a
guantidade de sedativos ou analgésicos utilizados por pacientes idosos (BOWLES et
al., 2005), assim como reduzir os efeitos da retirada de benzodiazepinicos utilizados
por longos periodos por portadores de insénia primaria (KOMORI et al., 2006).

Em uma abrangente revisdo, INOUYE (2003b) agrupa evidéncias
experimentais de que Oleos essenciais e compostos puros presentes em fragrancias
podem ser detectados na pele, pulmdes, sangue e cérebro de camundongos, apos
exposicdo a um ambiente com o ar enriquecido destes compostos volateis, resultado

da absorcdo por meio da funcdo pulmonar (inalagdo) ou percutanea, neste caso
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provavelmente por ligagdo a queratina (INOUYE & ABE, 2006), um padrdo de
absorcao semelhante ao que ocorre em seres humanos.

Em animais de experimentacao, este tipo de exposi¢cdo aos 0leos essenciais
ja mostrou atividade antimicrobiana contra bactérias e fungos (INOUYE, 2003a), e
aumentou a competéncia imunolégica de camundongos (FUJIWARA et al., 2002)
submetidos a estresse. Também j& foram registradas mudancas comportamentais
resultantes da acdo sobre o sistema nervoso central de roedores, como a
interferéncia no tempo de sono induzido por derivado barbitarico (KOMORI et al.,
2006), o aumento do tempo de permanéncia e no numero de entradas nos bracos
abertos do labirinto em cruz elevado (ALMEIDA et al., 2004; LEITE, et. al., 2008), o
aumento do tempo de permanéncia e 0 comportamento de exploragdo no
compartimento claro da caixa claro/escuro (BRADLEY et al., 2007) e a diminuig&o
da imobilidade na arena circular (SHAW et al., 2007) denotando atividade ansiolitica.

Numerosas plantas medicinais — fontes de Oleos essenciais — séo
reconhecidas como ativas sobre o sistema nervoso central, e possuem potencial
para interferir em processos cronicos como a ansiedade ou depressado, que nao
respondem bem aos tratamentos convencionais (PHILLIPSON, 2001; CARLINI,
2003).

Tem sido estimado que 43% da populagcdo que sofre com desordens de
ansiedade usam alguma forma de terapia complementar (EISENBERG et al., 1998
apud ERNST, 2006) sendo os medicamentos de origem vegetal os tratamentos mais
populares (ASTIN, 1998 apud ERNST, 2006).

Assim, a investigacdo de plantas tendo como base a informacdo popular
sobre seu uso (etnofarmacologia), ainda permanece como uma fonte inestimavel de
novas moléculas, que podem servir como protétipo de substancias Uteis nos

transtornos de ansiedade e depressdao. Em um levantamento realizado por
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FABRICANT & FARNSWORTH (2001) observa-se que de 122 compostos com
estrutura quimica definida, obtidos de 94 espécies de plantas, 80% possuem uso
idéntico ao relatado pelo uso popular para as espécies de onde foram isolados.

Com isso, no presente estudo foram avaliadas, em roedores, a atividade
ansiolitica e antidepressiva de duas espécies vegetais que possuem citacdo popular
relacionada com atividade sobre o sistema nervoso central. Sdo elas a Mentha
piperita L. (horteld) e a Cananga odorata (Lam.) Hook. f. & Thomson (ylang-ylang).

A horteld é uma planta da familia Lamiaceae, originaria da Europa, e cultivada
como planta medicinal em todo o Brasil (LORENZI & MATOS, 2002), cuja
composicdo do 6leo essencial obtido das folhas frescas apresenta mentol, mentona,
limoneno, alfa—pineno, cariofileno, felandreno, azuleno, citral, citronelal, pulegona,
além de flavondides, acidos fendlicos, carotendides, betaina, tocoferol e taninos. Os
compostos majoritarios do Oleo essencial sdo o mentol (entre 30 e 50%) e a
mentona (entre 14 e 32%) (CARDOSO et al., 2000; LORENZI & MATOS, 2002).

O uso medicinal popular da hortelda inclui diversas afeccdes do trato
gastrointestinal, incluindo a expulsdo de vermes, facilita a expectoracdo e tem
atividade antiséptica (BORNHAUSEN, 1991; OLIVEIRA, 2002). As acdes sobre o
sistema nervoso central podem ser apreendidas pela indicagdo da hortelda “para
acalmar”, “para ansiedade” e “para aliviar tremores” (MACEDO et al., 2007). Este
estudo compara a literatura com a ocorréncia do uso de plantas medicinais de um
bairro do municipio de Marilia — SP onde a hortelda é citada pelos respondentes
como utilizada contra insénia. A a¢do depressora do sistema nervoso central j foi
apontada como indicio de toxicidade ou contra-indicacdo para o uso da hortela
(CONCEICAO, 1987; MARTINS et al., 2000; FDA, 2005).

Na regido da Mata Atlantica, o suco das folhas de hortelda € usado

externamente como cicatrizante, enquanto o macerado das folhas em aguardente ou
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em vinho branco também é empregado externamente como analgésico; a infusédo
das folhas é usada como sedativo e contra parasitas intestinais, diarréia, dor de
barriga, bronquite e tosses; e as folhas frascas s&o usadas em criangas como
estimulantes do apetite (DI STASI & HIRUMA-LIMA, 2002). Em Brasilia € utilizada
como anti-séptico, calmante, anti-reumético e contra insénia, problemas cutaneos,
de estbmago, vomitos e colera (MATOS & DAS GRACAS, 1980).

Muitas espécies de Annonaceae sao fragrantes devido a presenca de 6leos
essenciais (LEBOEUF, et. al., 1982), e alguns tém importancia comercial como o
Oleo de ylang-ylang. A Cananga odorata € uma espécie de origem asiatica, também
conhecida pelas expressodes “Flor das Flores”, “Flor das Pétalas Douradas”, “Rainha
das Flores” ou “Arvore do Perfume” cujo 6leo essencial é usado em perfumaria,
aromaterapia, industria farmacéutica (cosméticos) e industria de alimentos
(CRAVEIRO, et. al., 1981).

Apesar de sua origem asiatica, com o tempo, foi introduzido em outras
regides, podendo ser atualmente encontrado, em grandes quantidades, em paises
com climas tropicais umidos, tais como as Filipinas, a Malésia, a Indonésia, as ilhas
Comores, Sao Tomé e Principe e Madagascar (LEBOEUF, et. al., 1982), cuja
composicdo do o6leo essencial obtido das flores apresenta benzoato de metila,
geraniol, eugenol, linalol, acetato de benzila, pineno, cariofileno, entre outros.

Na aromaterapia africana, o 6leo essencial de ylang-ylang € muito utilizado,
nao para curar patologias propriamente ditas, mas sim, com o propésito de melhorar
a qualidade de vida, atuando mais como um efeito preventivo contra o estresse,
ansiedade e depressao, promovendo uma melhora no humor por seu odor doce e
agradavel. Também é utilizado em situacdes de separagdo conjugal (relacionando-
se com a depressao), podendo ainda ser utilizado em situacées de transtorno de

estresse pos-traumético (BIRD, 2003).
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Além disso, outros estudos enfocando técnicas terapéuticas complementares
e praticas paliativas (HADFIELD, 2001; LOUIS & KOWALSKI, 2002; EDJE, 2003)
enfatizam que o uso da Cananga odorata pode ser util no tratamento para reducéo
da ansiedade e da depressao, especialmente com a utilizagdo da aromaterapia.

Modelos animais adequados tém sido considerados a espinha dorsal da
pesquisa de novas drogas (RODGERS et al., 1997). Uma ampla investigacao acerca
da presenca da atividade farmacologica em novas substancias envolve a utilizacado
de modelos experimentais que devem: a) reproduzir caracteristicas comportamentais
e patologicas; b) permitir investigacdo de mecanismos neurobiolégicos que ndo séo
facilmente estudados no homem; e c) permitir avaliagdo confidvel de agentes com
atividade farmacoldgica, assim como identificar efeitos de drogas e toxinas
(ANDREATINI et al., 2001).

Dentre os diferentes procedimentos experimentais para o estudo da
ansiedade, o Labirinto em Cruz Elevado parece ser o0 modelo mais adequado para
detecgdo de substancias ativas no tratamento dos Transtornos de Ansiedade
Generalizada, enquanto que para avaliagdo de atividade antidepressiva, o Teste de
Suspensdo pela Cauda, apresenta-se como um teste simples, sensivel e muito
utilizado para este tipo de avaliacéo.

Considerando que as espécies vegetais em estudo sdo utilizadas na
aromaterapia, e que o reconhecimento e discriminacdo de odores pelos animais
resulta em influéncias profundas em seus comportamentos (CARLETON et al.,
2002), o presente trabalho enfoca a possibilidade da obtencdo de resposta
comportamental em modelos experimentais de ansiedade e depressdo apos

administracdo por via inalatoria, em roedores.
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II. Objetivo:

Avaliar o efeito dos compostos volateis presentes no Oleo essencial de
horteld (Mentha piperita) e no 6leo essencial de ylang-ylang (Cananga odorata) em
modelos experimentais classicos para detectar atividade ansiolitica e antidepressiva

em roedores pré-expostos a ambiente com o0 ar enriquecido destes compostos

volateis.
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[1l. Material e Métodos:

3.1) Obtencao dos Oleos essenciais

A identificacdo precisa de espécies do género Mentha ndo € uma tarefa
simples, ja que por suas caracteristicas peculiares, ocorre a formacdo de hibridos
com muita facilidade. Por este motivo, e para evitar grandes variacbes na
composicdo do Oleo essencial, os procedimentos experimentais foram realizados
com o Oleo essencial de Mentha piperita (horteld) na forma em que € comercializado
e utilizado para uso clinico. Da mesma forma, realizou-se a compra do Oleo
essencial de ylang-ylang (Cananga odorata), pois assim como a horteld, apresenta
dificuldades no procedimento de extracdo de seu 6leo essencial, caracterizado por
seu baixo rendimento e perda de compostos volateis pela utilizacdo de solventes.

Cada partida adquirida no comércio especializado teve sua composicdo
quimica caracterizada. A separacdo, quantificacdo e identificacdo das substancias
foram realizadas em cromatografo a gas acoplado a espectrdmetro de massas (CG-
EM, Shimadzu, QP-5000), operando por impacto de elétrons (70eV). Dotado de
coluna capilar: OV-5 (Ohio Valley Specialty Chemical, Inc.; 30,0 m x 0,25 mm x 0,25
pMm), sob as seguintes condigdes: Injetor: 220 °C, Detector: 230 °C; gas de arraste:
hélio, vazdo: 1,0 mL/min.; split: 1/20. Programa de temperatura: 60 T-240 T,
3 T/min.

A identificag@o das substancias foi efetuada através da comparacéo dos seus
espectros de massas com o banco de dados do sistema CG-EM (Nist. 62 lib.) e
indice de retencdo de Kovats (ADAMS, 2007). Os indices de retencdo das
substancias foram obtidos pela co-injecdo do O6leo essencial com uma mistura
padréo de hidrocarbonetos (Cy-C,4), aplicando-se a equagao de VAN DEN DOOL &

KRATZ, 1963.
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Este trabalho foi realizado no Laboratério de Produtos Naturais do Instituto

Agrénomo de Campinas (IAC) sob supervisao da Dra. Marcia Ortiz.

3.2) Animais

Foram utilizados camundongos da raca Swiss com aproximadamente 45 dias
de idade, originados do Biotério Central da UNESP — Campus de Botucatu e
mantidos no Biotério do Departamento de Farmacologia, sob condigbes controladas
de luz (fase claro/escuro de 12 horas) e temperatura (21°C +/- 2°C), com livre
acesso a agua e alimento até 2 horas antes do inicio dos experimentos.

Todos os animais foram acondicionados e tratados de acordo com o0s
Principios Eticos na Experimentacdo Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA) sendo todos o0s protocolos experimentais
aprovados pela Comissdo de Etica na Experimentagdo Animal (CEEA) do Instituto

de Biociéncias da UNESP/Botucatu — Anexo 01.

3.3) Procedimentos gerais

Os animais ficaram no Biotério no Departamento de Farmacologia por um
periodo minimo de uma semana antes de serem utilizados, e foram trazidos para o
laboratério 2 horas antes do inicio dos experimentos, para habituacdo. As sessfes
experimentais foram realizadas sempre no mesmo periodo, para evitar variacdes
devidas ao ciclo circadiano. Os testes comportamentais foram realizados numa sala
isolada, com som atenuado e controle de temperatura e luminosidade, além da
exaustdo de ar, na qual nenhuma outra atividade foi realizada durante a realizagéo

dos experimentos.
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Os animais foram divididos em grupos independentes e cada camundongo
foi colocado individualmente na caixa de inalagdo. O tempo de exposicéo foi de 7
minutos para cada animal, os quais foram imediatamente submetidos aos

procedimentos comportamentais descritos adiante.

3.4) Aparato de inalagao

O aparato de inalacdo consiste numa caixa de acrilico (36 x 30 x 29cm)
construida na universidade como descrito por ALMEIDA et al., 2004. As paredes
anterior e posterior contém 4 furos de 2cm de didmetro onde s&o colocados o0s
algod6es embebidos com as solugbes de 6leo essencial ou com salina (2mL em
cada unidade). Para manter a homogeneidade na concentracdo de 6leo essencial
dentro da caixa, os algoddes embebidos foram sempre renovados apos a exposicao
de dois animais. A tampa removivel da caixa é constituida por uma placa com 30

pequenos furos de 0,4cm de didmetro para ventilacdo, como ilustrado na Figura 1.

® 4 5 A

Gbo‘?p
3

Figura 1: Aparato de inalacao.
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3.5) Drogas e Tratamentos

As diferentes solucdes foram preparadas momentos antes do procedimento
experimental. Os Oleos essenciais de horteld e de ylang-ylang, foram solubilizados
em agua a 0,01%, 0,1% e 1,0% e 2 mL de cada solucédo foi adicionado a cada
algodao acoplado na caixa de inalagcdo. Os animais que formaram o grupo controle
negativo foram submetidos a caixa de inalacdo sem a presenca do OE e o0s
algoddes foram embebidos com 2mL de salina. Os animais que formaram o grupo
controle positivo foram tratados, por via intraperitoneal, com drogas padrdo em
doses efetivas no respectivo procedimento, de modo a se avaliar as condi¢cdes
experimentais para analise da atividade ansiolitica e antidepressiva previamente
padronizada. Assim, Diazepam (1mg/kg) foi utilizado como controle positivo no teste
de ansiedade e Imipramina (30mg/kg), no teste de depressdo. Tanto o Diazepam
quanto a Imipramina foram solubilizados em salina 0,9% e os animais tratados com
estas drogas foram submetidos aos mesmos procedimentos experimentais que 0s
tratados com os OE.

Para evitar que os animais dos grupos controle positivo e negativo ficassem
expostos ao OE, em cada sessdo experimental estes foram submetidos aos
procedimentos comportamentais antes dos animais pertencentes aos grupos

tratados com OE.

3.6) Avaliacao da atividade ansiolitica

Existem diferentes modelos para avaliar ansiedade generalizada, dentre eles
o labirinto em cruz elevado (LCE) e a caixa claro-escuro (CCE). Desta forma, a

escolha foi baseada em resultados que avaliaram a interferéncia da pré-exposi¢cao
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ao aparato de inalacdo nos comportamentos. No entanto, os parametros avaliados
no LCE nao sao alterados pela pré-exposicdo, enquanto aqueles avaliados na CCE
sofrem modificagdo. Estes resultados foram obtidos em grupos tratados com salina
(10mL/kg i.p.) expostos ou n&o ao aparato de inalagéo e estdo descritos no Anexo 2.

O modelo do labirinto em cruz elevado (LCE) foi originalmente descrito para
ratos (PELLOW et. al., 1985) e posteriormente validado para camundongos (LISTER,
1987) sendo adequado para mensuracdo de ansiedade de roedores e usado
extensivamente na descoberta de novos agentes ansioliticos (PELLOW & FILE,
1986; DAWSON & TRICKLEBANK, 1995).

O aparato do LCE (Figura 2) consiste numa plataforma com dois bragos
abertos perpendiculares a dois bracos fechados. Os bragos abertos e fechados
medem 30 cm de comprimento por 5 cm de largura, e as paredes dos bragos

fechados tém 25 cm de altura. A altura do labirinto em relacéo ao solo é de 50 cm.

Figura 2: Labirinto em cruz elevado.
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Os bracos abertos sdo considerados aversivos a roedores devido a altura e
auséncia de protecao lateral. Segundo (ESPEJO, 1997) a entrada no brago aberto,
nao protegido, € o melhor parametro utilizado para avaliar ansiedade em
camundongos expostos a este modelo, que parece refletir o transtorno da ansiedade
generalizada (GRAEFF, 1999).

O protocolo experimental consiste em colocar o animal no centro do labirinto,
com a cabeca voltada para um dos bragos fechados sendo-lhe permitido explorar
livremente o aparelho por 5 minutos. Posteriormente, o aparelho é limpo com pano
embebido em &lcool 10% para assepsia do local e colocacdo do proximo animal.
S&o registrados os parametros tradicionais desse modelo: nimero de entradas, bem
como o tempo de permanéncia nos bragos abertos. Estes indices mostram grande
sensibilidade para drogas ansioliticas que agem no complexo receptor GABAA/BZD

(RODGERS & COLE, 1994), porém, drogas serotonérgicas tem apresentado

resultados contraditorios e até mesmo auséncia de resultado (SETEM et. al., 1999).

3.7) Avaliacao da atividade antidepressiva

O teste de suspenséo pela cauda foi realizado conforme descrito por Stéru e
colaboradores (1985). Este teste baseia-se na observagdo que camundongos
guando suspensos pela cauda, sem possibilidade de fuga, adotam um
comportamento caracteristico no qual ocorre um periodo de alta atividade inicial,
seguido de periodos de imobilidade, sendo esta imobilidade relacionada com o
estado de desisténcia, semelhante & sindrome depressiva humana. Farmacos
antidepressivos diminuem este tempo de imobilidade e muitas vezes aumenta a
laténcia até a imobilidade ocorrer, constituindo este método um procedimento

adequado de “screening” para novas drogas antidepressivas (STERU et al., 1985).
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Os animais foram presos com uma fita adesiva pela cauda (aproximadamente
1cm da porcéo final da cauda) a 50cm da bancada (Figura 3). O animal permaneceu
nesta condicdo durante 6 minutos, nos quais foram registrados o tempo até a
primeira imobilidade (laténcia) e o tempo total em que o animal permaneceu imovel

(imobilidade).

Figura 3: Teste de suspensao pela cauda.

3.8) Avaliacédo da atividade motora

Com a finalidade de excluir a possibilidade de que um eventual efeito
ansiolitico e/ou antidepressivo nos modelos descritos anteriormente seja devido a
um aumento na atividade locomotora, os camundongos foram submetidos ao teste
do campo aberto. Apés uma revisdo critica (WALSH & CUMMINS, 1976) o teste
consiste em uma arena circular construida em acrilico branco com 50 cm de
didmetro e paredes com 40 cm de altura (Figura 4). O piso da arena é dividido por

trés linhas concéntricas e linhas radiais em 19 segmentos de area semelhante.

20



Material e Métodos

Figura 4: Teste do campo aberto.

Os animais foram colocados individualmente no centro da arena e
permaneceram durante 5 minutos em movimentagao livre, periodo durante o qual
foram registrados o nimero de quadrantes percorridos, assim como 0 numero de
rearings (o animal se apoiando nas patas posteriores). Enquanto o numero de
guadrantes percorridos € um indicador de ambulacdo espontdnea, o numero de
rearings é indicador de comportamento exploratério. A arena foi limpa com uma

solucéo de etanol 10% entre os testes.

3.9) Analise Estatistica

Os resultados obtidos nos experimentos de avaliagdo comportamental estao
apresentados como mediana e intervalo interquartis e foram comparados ao
respectivo grupo controle negativo por meio de testes ndo paramétricos (Analise de
variancia de Kruskal-Wallis seguido de Mann-Whitney), considerando-se — em todos
0s casos — significantes as diferencas associadas a p<0,05.
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IV. Resultados e Discussao

No presente estudo, investigou-se a atividade farmacolégica dos 6leos

essenciais de Mentha piperita e Cananga odorata, popularmente conhecidas como

horteld e ylang-ylang respectivamente, em dois modelos comportamentais validados,

o labirinto em cruz elevado (LCE) e o teste de suspenséo pela cauda (TSC) por via

inalatoria em camundongos.

4.1) Analise fitoquimica

Para cada partida adquirida dos Oleos essenciais de horteld e ylang-ylang,

realizaram-se técnicas de cromatografia gasosa acoplada a espectrofotometria de

massas para caracterizagcdo e identificacdo de sua composicdo quimica. Os

cromatogramas e a composi¢do quimica dos 6leos essenciais sdo apresentados na

Figura 5 (horteld) e Figura 6 (ylang-ylang).

TIC

4745575|

. . o | K K
Pico | Substancia experimental | literatura*

1 a-pineno 0,46 933 939
2 B-pineno 0,61 976 979
3 1,8 cineol 6,19 1029 1033

4 4 Mentona 27,77 1150 1154
5 Isomentona 5,71 1161 1163
6 Neo-mentol 3,97 1163 1165

} 7 Mentol 51,12 1172 1173

‘ | 8 Pulegona 0,44 1235 1237

i 9 Acetato de 3,73 1293 1294

1 mentila

ol Total 100

‘ ‘ Identificado

‘ (*) Indice de Kovats: Adams, 2007

Menta piperita

Figura 5: Cromatograma com o0s compostos quimicos do 6leo essencial de

Mentha piperita L.
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TIC ) 2828831
. A IK IK
Pico Substancia [%] experimental | literatura*

1 | para-metilanisol 2,96 1016 1018

2 | benzoato de metila 4,85 1090 1090

3 |linalol 1,47 1099 1098

4 | feniletil &lcool 0,85 1109 1107

5 | acetato de benzila 4,84 1158 1162

6 | acetato de geranila 2,02 1382 1383 7

7 | a-cendreno 23,67 1413 1409 |

8 | sesquiterpeno ndo 10,77 1420 -
identificado

9 | cis-tujopseno 43,18 1431 1429

10 | a-humuleno 0,35 1453 1454

11 | sesquiterpeno ndo 4,00 1480 -
identificado

12 | benzoato de benzila 1,05 1757 1759

Total identificado 85,24 4
(*) indice de Kovats: Adams, 2007 !

‘
T . .

(|4 it | 0 |
DR | (r S M,...W..._,.,_,,.;,,,m._.:\u,,m,m‘m._,_N.,,_.n..,-.___Jl.\.w,w-\,‘L".w_:-mw_m.‘a._,w,,.W__ A . I !

10 15 20 25 30 35

Cananga odorata

Figura 6: Cromatograma com os compostos quimicos do 6leo essencial de
Cananga odorata.

ApoOs a realizacdo da analise cromatografica e identificacdo dos compostos
presentes nos Oleos essenciais, podemos observar que sao 6leos completamente
distintos, ndo havendo qualquer composto em comum a ambos.

Um recente trabalho propde uma revisao na literatura de terpenos com acdes
descritas sobre o sistema nervoso central entre o periodo de 1997-2007, presentes
em diversas plantas psicoativas que exercem importantes efeitos sobre a
consciéncia, as emocgdes e a cognicdo (PASSOS et al., 2009). Dentre os compostos
descritos, o pineno (com atividade ansiolitica e antidepressiva), cineol e pulegona
(pro-convulsivante) e o mentol (com atividade analgésica) estdo presentes no 6leo
essencial de horteld, enquanto que o linalol (com atividade anticonvulsivante,

ansiolitica e antinociceptiva) esta presente no 6leo essencial de ylang-ylang. De um
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modo geral, 0 uso de plantas contendo terpenos € bem conhecido na medicina

popular, e muitos desses compostos demonstram potencial terapéutico.

4.2) Avaliacao da atividade ansiolitica

Os parametros avaliados no LCE foram o tempo de permanéncia e 0 numero

de entradas nos bracgos abertos, cujos resultados sdo apresentados a seguir.

Tempo de permanéncia nos bracos abertos

O diazepam, um derivado benzodiazepinico, utilizado como controle positivo,
administrado na dose de 1mg/kg (i.p.), aumentou o tempo de permanéncia nos
bracos abertos de maneira significante quando comparado com o grupo controle
(salina) tanto no experimento com o 6leo essencial de hortela quanto com o 6éleo
essencial de ylang-ylang como mostrado na Figura 7.

Como pode ser observado ainda na Figura 7, o 6leo essencial de horteld, na
concentracdo de 0,01% aumentou de forma significante (p<0,05) o tempo de
permanéncia nos bragos abertos quando comparado com o grupo controle (salina),
resultado compativel com uma atividade do tipo ansiolitica, diferentemente das
outras concentracbes (0,1% e 1,0%), as quais nao apresentaram diferenca
significante. Ja o Oleo essencial de ylang-ylang, ndo apresentou diferenca

significante em nenhuma das concentragdes testadas (0,01%; 0,1% e 1,0%).
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Figura 7: Mediana (Q1-Q3) do tempo (em segundos) de permanéncia nos bracos
abertos do LCE de animais expostos por 7 min. a inalacdo de OE de horteld ou
ylang-ylang nas concentracdes de 0,01%, 0,1% e 1,0%. Entre parénteses esta
apresentado o niumero de animais em cada grupo. **p<0,01; *p<0,05 em relacdo ao
grupo controle negativo (Kruskal-Wallis seguido do teste de Mann-Whitney).
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NUmero de entradas nos bracos abertos

O Diazepam (1mg/kg i.p.) aumentou o numero de entradas nos bracos
abertos de maneira significante quando comparado com o grupo controle (salina) em
ambos experimentos como ilustrado na Figura 8. Podemos observar também outro
parametro reforgando a atividade do tipo ansiolitica com o 6leo essencial de hortela
na concentracdo de 0,01% aumentando o numero de entradas nos bragos abertos
de maneira significante quando comparado com o grupo controle (salina). O 6leo
essencial de ylang-ylang manteve-se sem apresentar diferenca significante quando

comparado com o grupo controle (Figura 8).
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Figura 8: Mediana (Q1-Q3) do numero de entradas nos bragos abertos do LCE de
animais expostos por 7 min. a inalacdo de OE de hortelda ou ylang-ylang nas
concentracbes de 0,01%, 0,1% e 1,0%. Entre parénteses esta apresentado o
namero de animais em cada grupo. **p<0,01; *p<0,05 em relacdo ao grupo controle
negativo (Kruskal-Wallis seguido do teste de Mann-Whitney).
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No modelo do LCE os bracos abertos s&o considerados aversivos a roedores
devido a altura e auséncia de protecdo lateral, e esta auséncia seria mais importante
do que a altura no desencadeamento de comportamentos que refletem o estado
ansioso (TREIT et al., 1981). Segundo ESPEJO (1997) a entrada no brago aberto &
0 parametro mais robusto utilizado para avaliar ansiedade em camundongos
expostos a este modelo.

O dleo essencial de horteld aumentou o tempo de permanéncia e o numero
de entradas nos bragos abertos na menor concentracao testada 0,01%, enquanto
gue nas concentragbes maiores ndo se observou o mesmo resultado. Esse tipo de
curva € conhecido como hormese caracterizada pela estimulagdo em doses baixas e
inibicdo em doses altas (CALABRESE & BALDWIN, 2002). Este € um tipo especifico
de dose-resposta ndo monotdnica cuja ocorréncia vem sendo documentada
amplamente por varios modelos bioldgicos e para diversos tipos de exposicao
(COOK & CALABRESE, 2007).

Em uma abrangente revisdo Calabrese (2008) identificou predominancia de
curva hormética dentre as drogas ansioliticas, independente do modelo animal, das
condicdes e modificagbes dos testes e da classe quimica de cada droga testada.

Os resultados obtidos com o Oleo essencial de hortelda no LCE sdo um
indicativo de efeito ansiolitico na concentracdo de 0,01%, sugerindo uma curva
dose-resposta similar a curva dos demais agentes com comprovada atividade
ansiolitica caracterizada pela resposta hormética (CALABRESE, 2008). Esse tipo de
curva vem despertando interesse de pesquisadores, pois sdo cada vez mais comuns
tendo implicagbes importantes no processo de descobrimento e desenvolvimento de

novas drogas.
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Outros 6leos essenciais, quando inalados, ja apresentaram efeito ansiolitico
em camundongos expostos ao LCE (ALMEIDA et al., 2004; LEITE et al., 2008) e
atualmente muitos estudos com esses compostos vem sendo desenvolvidos.

Odores familiares e agradaveis os quais sao associados com momentos de
felicidade podem ser Uteis no tratamento de algumas patologias como a ansiedade e
a depressdo. Em um estudo realizado por BURNS & BLAMEY (1994) foram
avaliados 10 6leos essenciais (dentre eles o 6leo essencial de horteld) em 585
mulheres com a pratica da aromaterapia para reducdo dos niveis de ansiedade, 0s
quais todos apresentaram resultados satisfatérios com a reducdo de estresse
expressados pelas participantes desse estudo. Numa andlise posterior, envolvendo
8058 mulheres que foram expostas aos 6leos essenciais indicou que mais de 50%

dessa populacéo se beneficiou com um efeito relaxante (BURNS, 2000).

4.2.2 Avaliacdo da atividade antidepressiva

Os parametros avaliados no TSC foram o tempo de imobilidade e a laténcia

para imobilidade, cujos resultados sé@o apresentados a seguir.

Tempo de imobilidade

A imipramina, um antidepressivo triciclico, utilizada como controle positivo,
administrada na dose de 30mg/kg (i.p.) reduziu o tempo de imobilidade de maneira
significante em comparacdo com o grupo controle (salina), como mostrado na Figura
9.

O d6leo essencial de hortela ndo apresentou diferenca significante em
nenhuma das concentracdes testadas quando comparadas com o0 grupo controle
(salina), entretanto, o 0leo essencial de ylang-ylang, diminuiu de modo significante o

tempo de imobilidade nas concentracdes de 0,1% e 1,0% quando comparadas com
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0 grupo controle (salina), resultado compativel com uma atividade do tipo

antidepressiva (Figura 9).
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Figura 9: Mediana (Q1-Q3) do tempo (em segundos) de imobilidade no TSC de
animais expostos por 7 min. a inalacdo de OE de hortelda ou ylang-ylang nas
concentracbes de 0,01%, 0,1% e 1,0%. Entre parénteses esta apresentado o
namero de animais em cada grupo. **p<0,01; em relacdo ao grupo controle negativo
(Kruskal-Wallis seguido do teste de Mann-Whitney).

30



Resultados e Discussdo

Laténcia para Imobilidade

Na dose de 30mg/kg (i.p.), a imipramina, como ilustrado na Figura 10,
aumentou a laténcia para imobilidade de forma significante em ambos os
experimentos em comparag¢ao com o grupo controle (salina).

Enquanto ndo foram observadas alteracdes na laténcia para imobilidade nos
animais expostos ao 0Oleo essencial de horteld, o 6leo essencial de ylang-ylang
aumentou de maneira significante este parametro nas trés concentracdes quando
comparado com o0 grupo controle (salina) reforcando a atividade do tipo

antidepressiva (FiguralO).

31



Resultados e Discussdo

TSC - Hortela

250

N

o

o
I

—_
[4)]
o
|
—

—_

[en]

o
|

a
o
I

Laténcia paraimobilidade (s)

D T T T T 1
Salina (8) Imipramina (8) Hortela 0,01% (8)Hortela 0,1% (8) Horteld 1,0% (8)
TSC -Ylang-Ylang
250 -
% 200
2
= 150 |
E *
g 100 4 - ]
= = *
: 1
E 50 ; L
1
D T T T T 1

Salina (16) Imipramina (8) Ylang0,01% (10) Ylang 0,1% (10) Ylang 1,0% (8)

Figura 10: Mediana (Q1-Q3) da laténcia para imobilidade (em segundos) no TSC de
animais expostos por 7 min. a inalacdo de OE de horteld ou ylang-ylang nas
concentragbes de 0,01%, 0,1% e 1,0%. Entre parénteses esta apresentado o
namero de animais em cada grupo. **p<0,01; *p<0,05 em relacédo ao grupo controle
negativo (Kruskal-Wallis seguido do teste de Mann-Whitney).

Os modelos animais de depressao nao refletem exatamente a sintomatologia

da depressao em humanos, mas eles tem um alto valor na investigacédo de drogas
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antidepressivas e ainda varios estudos mostraram que sua efetividade se
correlaciona significativamente com o potencial clinico destas drogas (WILLNER,
1984).

O dleo essencial de ylang-ylang diminuiu o tempo de imobilidade nas maiores
concentracOes testadas (0,1% e 1,0%) e aumentou a laténcia para imobilidade nas
trés concentracOes avaliadas. Drogas antidepressivas aumentam a laténcia para
imobilidade e reduzem o tempo de imobilidade apresentado pelos animais (STERU
et al., 1985) reforcando a validade preditiva deste modelo experimental. Portanto,
substancias desconhecidas que induzem este tipo de alteracdo podem possuir
atividade antidepressiva, ja que é esta a resposta comportamental observada com
drogas antidepressivas utilizadas na clinica.

Diferentemente do 6leo essencial de horteld, o qual apresentou resposta na
menor concentragdo (curva hormética), o 6leo essencial de ylang-ylang apresentou
resposta nas maiores concentragdes, seguindo uma curva dose-resposta padréo.

Na prética da aromaterapia, 0os 0leos essenciais sdo selecionados de acordo
com os sintomas de cada paciente. Em um estudo LOUIS & KOWALSKI (2002),
utilizando 11 6leos essenciais (dentre eles o 6leo essencial de Cananga odorata)
através da inalacdo em pacientes hospitalizados, mostra uma diminui¢do dos niveis
de ansiedade, depressdo e dor nesses pacientes expostos aos 6leos promovendo

bem-estar e auxiliando na sua recuperagao.
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4.2.3 Avaliagéo da atividade motora

Frequiéncia da locomocéao

No teste do campo aberto a imipramina, 6leo essencial de hortela e 6leo
essencial de ylang-ylang ndo mostraram diferencas estatisticas na freqiéncia da
locomogédo quando comparado com o grupo controle. Por outro lado, os animais
tratados com diazepam (1mg/kg) mostraram um aumento significante na frequéncia
da locomocéo (Figuras 11). Este ndo € um resultado inesperado e ja foi observado

anteriormente (LISTER, 1990; PRUT & BELZUNG 2003).
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Figura 11: Mediana (Q1-Q3) da frequéncia da locomoc¢éao (numero de quadrantes) no

CA de animais expostos por 7 min. a inalacdo de OE de horteld ou ylang-ylang nas

concentragbes de 0,01%, 0,1% e 1,0%. Entre parénteses esta apresentado o

namero de animais em cada grupo. **p<0,01; *p<0,05 em relacdo ao grupo controle

negativo (Kruskal-Wallis seguido do teste de Mann-Whitney).
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NUmero de rearings

N&o houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos no niamero

de rearings em nenhuma das substancias testadas em comparacdo com 0 grupo

controle, como ilustrado na Figura 12.
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Figura 12: Mediana (Q1-Q3) do numero de rearings no CA de animais expostos por

7 min. a inalacdo de OE de hortelda ou ylang-ylang nas concentracdes de 0,01%,

0,1% e 1,0%. Entre parénteses estad apresentado o numero de animais em cada

grupo. **p<0,01; *p<0,05 em relacdo ao grupo controle negativo (Kruskal-Wallis

seguido do teste de Mann-Whitney).
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O Campo Aberto € um dos testes mais simples para avaliar alteractes
comportamentais e motoras, e €é baseado no comportamento exploratério
espontaneo de roedores (PRUT & BELZUNG, 2000; KLIETHERMES, 2005).

Neste teste, nenhuma diferenca significante foi observada em qualquer dos
parametros registrados dos animais pertencentes aos grupos expostos aos 06leos
essenciais quando comparados com o grupo controle. Deste modo, elimina-se a
possivel interferéncia da locomocdo ou motivacdo sobre a atividade do tipo
ansiolitica no LCE (para OE de horteld) e do tipo antidepressiva no TSC (para OE de
ylang-ylang).

Ainda, com os resultados obtidos neste trabalho, é possivel especular entre
duas possibilidades para explicar a acdo dos OE sobre comportamentos em
modelos experimentais que sdo indicativos de ag&o sobre o sistema nervoso central.
Na primeira, as respostas comportamentais, podem ser atribuidas a ativacdo do
sistema olfatério pelos componentes volateis presentes nos 6leos essenciais, que
atuariam em receptores localizados na cavidade nasal. Como resposta a esta
ativacdo, tais receptores passariam a emitir sinais — via bulbo olfatério — para
diferentes areas do cérebro. A segunda possibilidade envolveria a passagem dos
compostos presentes nos 6leos essenciais através das membranas biologicas até
atingirem a corrente circulatoria, distribuindo-se desta forma para os demais 6rgaos
até chegar ao sistema nervoso central.

Nossos resultados ndo permitem a distingdo entre estas duas possibilidades,
0 que pode determinar as préximas etapas do estudo da atividade biol6gica destes

Oleos essenciais.

37



Conclusdo



Conclusdo

V. Conclusoes:

- O 6leo essencial de Mentha piperita aumentou significativamente o
tempo de permanéncia e o numero de entradas nos bragcos abertos no LCE apos
exposicao ao 6leo essencial na concentracdo de 0,01%, de acordo com o esperado

para drogas com atividade ansiolitica;

- O oleo essencial de Cananga odorata reduziu significativamente o
tempo de imobilidade, assim como aumentou a laténcia para imobilidade no TSC,

confirmando sua atividade do tipo antidepressiva;

- No teste do CA, nenhuma diferenca significante dos Oleos essenciais
foi observada em qualquer dos parametros registrados, excluindo qualquer

interferéncia de atividade locomotora ou motivacional no efeito observado;

- Tais respostas, podem ser atribuidas a duas possibilidades: ativacao
do sistema olfatério/area limbica, pelos componentes volateis presentes nos o6leos
essenciais de comprovada acdo central ou por absorcdo através de membranas

bioldgicas.
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Ahexos



A exposicdo ao aparato para

inalacdo (Al) pode

interferir em

comportamentos sensiveis a agentes estressores, parémetros para o estudo de

atividade ansiolitica. Assim, foi avaliada a interferéncia da exposi¢cdo ao

aparato para inalacdo (sem a difusdo de qualquer substancia volatil) nos

comportamentos medidos no labirinto em cruz elevado (LCE) e na caixa claro-

escuro (CCE) para registro dos seguintes par@metros: LCE — entradas e tempo

de permanéncia nos bragos abertos e fechados; nimero de rearings; CCE —

tempo de permanéncia e numero de rearings no compartimento claro e

transicOes entre os compartimentos, 0s quais sdo apresentados a seguir.
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Figura 13:Comportamentos avaliados na caixa claro-escuro e no labirinto em cruz elevade em animais previamente expostos ou nao
ao aparato para inalagao. Dados apresentados como mediana e intervalo interquartil (n = 8-10 por grupo). *ps0,05; em relagao ao
grupo controle (Teste de Kruskal-Wallis seguido de Mann-Whitney).



A exposicdo ao Al interfere de modo diferencial na sensibilidade dos
diferentes procedimentos para avaliacdo de atividade ansiolitica; o LCE parece
ser mais robusto a interferéncia da exposicdo ao Al, resultando em
comportamento similar entre os animais dos dois grupos. Assim, é preferivel a
avaliacdo da atividade ansiolitica em 6leos essenciais por via inalatéria no LCE
a na CCE, apesar de ambos procedimentos serem equivalentes na analise de

ansiedade generalizada.





