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RESUMO

MUNIZ, S. C. A. Estudo dos efeitos do 6leo essencial obtido das folhas de Schinus molle L.
no sistema nervoso central de camundongos. 2019. 52 p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias
Fisiologicas). Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da Saude, Programa de Po6s-graduagdo em
Ciéncias Fisiologicas, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ. 2019.

A medicina popular, uma pratica muito antiga, faz o uso de diversas plantas com a para
o0 tratamento de doencas que acometem o homem. Com o passar dos anos, houve um grande
avanco nos estudos de plantas medicinais para a obtencdo de novos compostos com
propriedades terapéuticas. Schinus molle L., planta pertencente a familia Anacardiaceae, é
popularmente conhecida como aroeira salsa. Além de apresentar ampla gama de atividades
bioldgicas, seus extratos etandlico e hexanico demonstraram possuir efeito do tipo
antidepressivo. O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos do 6leo essencial obtido das
folhas de Schinus molle L. (OEFS) no sistema nervoso central de camundongos. No teste do
campo aberto (CA), OEFS na dose de 100 mg/kg (i.p.) reduziu em 74,0% o nimero de
quadrantes percorridos (OEFS100 = 19,1 £ 6,2 vs. CT = 73,2 + 3,1), assim como a exploragédo
vertical (“rearing”) em 95% (OES100 = 1,1 + 0,6 vs. CT = 22,3 £ 3,6), aumentando
significativamente o tempo de inatividade em 2071% em relacdo ao grupo controle (OEFS100
=165,0+21,8vs. CT =7,6 £ 2,6). A mesma dose de OEFS foi capaz de aumentar em 95,5% o
tempo de sono induzido por etomidato em relacdo ao grupo controle (OEFS100 = 168,4 + 15,0
vs. CT = 86,1 + 9,0 s) sem, no entanto, alterar significativamente o tempo de permanéncia na
barra ou numero de quedas no teste da barra giratdria. Para avaliar o possivel efeito ansiolitico,
as doses de 25 e 50mg/kg de OEFS foram utilizadas no teste do labirinto em cruz elevado (LCE)
e no teste de esconder esferas (TEE). Tanto no LCE quanto no TEE nenhum dos parametros
analisados foi alterado significativamente pelo OES quando comparado ao grupo controle. Para
avaliacdo de um possivel efeito antidepressivo do OEFS, foi realizado o teste do nado forgado
(NF). O OEFS néo alterou significativamente o tempo de imobilidade em nenhuma das doses
testadas (25, e 50 mg/kg). Visando identificar um possivel mecanismo de acdo para a acdo
sedativa do OEFS100, foi realizado um pré-tratamento com flumazenil na dose 1,0 mg/kg, vinte
minutos antes da administracdo do OEFS100 e exposi¢do ao teste do CA. O pré-tratamento com
flumazenil ndo foi capaz de reverter a reducdo da atividade locomotora e exploratéria do animal
no CA causada pelo OEFS100, demonstrando que o efeito sedativo ndo é mediado pelo sitio
benzodiazepinico do receptor GABAA. Estudos complementares sdo necessarios para uma
investigacdo mais aprofundada sobre seu efeito sedativo, assim como uma melhor exploracéo
do perfil farmacoldgico desta planta.

Palavras chave: ansiedade, depresséo, plantas medicinais, sedacéo



ABSTRACT

MUNIZ, S. C. A. Study of the effects of essential oil obtained from Schinus molle L. leaves
in the mice’s Central Nervous System. 2019. 52 p. Dissertation (Master in Physiological
Sciences). Biological Sciences and Health Institute, Graduation Program in Physiological
Sciences, Federal Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ. 2019.

In the folk medicine, several plants have been used to treat human diseases. In this sense,
the studies to obtain new compounds with therapeutic properties from medicinal plants have
been great progress over time. Schinus molle L., a plant that belongs to the Anacardiaceae
family, is popularly known as aroeira salsa. It has been used for different purposes in the folk
medicine and in mice its ethanolic and hexanic extracts showed antidepressant-like effects. The
objective of this work was to evaluate the effects of the essential oil obtained from Schinus
molle L. leaves in the mice’s central nervous system. In the open field test (OFT), the OEFS
(100 mg/kg) significantly reduced in 74% the number of crossed quadrants (OEFS100 = 19,1
+6,2vs. CT =73,2 £ 3,1) as well as decreased the rearing in 95% (OES100=1,1£0,6 vs. CT
= 22,3 + 3,6) when compared to control group. An increase in 2071% of the inactivity time
(OEFS100 = 165,0 + 21,8 vs. CT = 7,6 £ 2,6) was also observed. The same dose of OEFS
potentiated the sleep time induced by ethomidate in 95,5% when compared to control group
(OEFS100 =168,4 + 15,0 vs. CT = 86,1 + 9,0 s). On the other side, the rota rod test parameters
were not affected significantly in the doses tested. To evaluate the possible anxiolytic effect of
the OEFS, mice were treated with 25 or 50 mg / kg of OEFS and tested in the elevated plus
maze (EPM) and in the marble burying test (MBT). These treatments did not affect significantly
the parameters evaluated in both tests. The antidepressant-like effect of OEFS (25 mg/kg and
50 mg/kg) was evaluated in the forced swimming test (FST). In the doses tested, OEFS did not
altered significantly the immobility time in the FST. To Pretreatment with flumazenil was not
able to reverse the reduction of locomotor and exploratory activity of mice in the OFT caused
by OEFS100, showing that the sedative effect is not mediated by the benzodiazepine site of the
GABAA receptor. Further studies must be conducted to investigate the mechanisms that
underlie its sedative effect, as well as better exploration of the pharmacological profile of this
plant.

Keywords: anxiety, depression, medicinal plants, sedation



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: SChINUS MOIIE L.....ccooieiie e 3
Figura 2: Flores e frutos de SChinUS MOIIE L .........cooveiiieie e 3

Figura 3: Caixa utilizada como campo aberto para avaliacdo da acdo geral do OEFS no

SN e e Rt e R et R e r e nr e anes 14
Figura 4: Sequéncia de testes para avaliacdo de possivel efeito do OEFS no SNC................ 15
Figura 5: Aparato utilizado para o teste do campo ADErt0.........ccoevreririririeee e 15
Figura 6: Equipamento utilizado no teste da barra giratoria ...........ccoceveveineieneincseneene, 16
Figura 7: Aparato utilizado para o teste do labirinto em cruz elevado ...........cccocevevininnnnnns 17
Figura 8: Caixa utilizada no teste de esconder eSferas............cccovvevviviiiiinie i 18
Figura 9: Teste do NAAO FOrCAUO..........c.eiieiieiiecee e 19
Figura 10: Resultados da avaliacdo geral do OEFS ...........ccooeiieiicie e 21
Figura 11: Resultados do teste do campo aberto...........c.cceeveiieiiiic i 22
Figura 12: Resultados do teste da barra giratoria............c.ccovevveiieieeiisie e 23
Figura 13: Resultados do teste do sono induzido por etomidato...........c.ccceevevveivereiiieinenns 24
Figura 14: Resultados do teste labirinto em cruz elevado............ccccoovveiiiiincncnincee 25
Figura 15: Resultados do teste de eSCONder ESTEras. ........ccovvriiirininisiseeee s 26
Figura 16: Resultados do teste do Nado fOrgado...........cooeieriiiniiinieieee e 26

Figura 17: Resultados do campo aberto na avaliagdo do mecanismo de agao............c.cceeeeee 27



Tabela 1:

Tabela 2:

Tabela 3:

Tabela 4:

Tabela 5:

Tabela 6:

Tabela 7:

Tabela 8:

Tabela 9:

aberto .......

LISTA DE TABELAS

Sintomas do episodio depressivo maior de acordo com o0 MDE-V., 2014................ 6
Classes de farmacos utilizadas no tratamento da TDM .........ccccoovvvvieiiienciiniennen 7
Classificacdo dos transtornos de ansiedade segundo MDE-V., 2014...............ccoo..... 8
Avaliacéo geral do efeito do OEFS .........ccooiiiiiiiieiii e ol
Resultados obtidos no teste do CamPO @DEIO..........ccoivevieiiiiiiie e 51
Resultados obtidos no teste da roda giratOoria..........c..eeeeecvereeiiiieeeeiiiee e e e sieee e 51
Resultados obtidos no teste de iNAUGAD 00 SONO .....ccouviveeriiriiieiiiiee e 52
Resultados obtidos no teste do labirinto em cruz elevado.............ccccovvieeiiiiiiieiiiieeee 52
Avaliacéo do efeito do flumazenil sobre atividade sedativa do OEFS no teste do campo



LISTA DE ABREVIACOES E SIMBOLOS

5-HT =5 hidroxitriptamina (serotonina)

5HT1a = receptor para serotonina do tipo 1 a

5HT2c = receptor para serotonina tipo 2 ¢

5HT3 = receptor para serotonina tipo 3

ADT = antidepressivos triciclicos

BDNF = fator neurotréfico derivado do cérebro

CA = teste do campo aberto

DZP = diazepam

EPM = erro padrdo da media

FMZ = flumazenil

GABA = Acido gama-aminobutirico

GABAA = receptor para GABA do tipo A

GABAG& = receptor para GABA do tipo B

GABAC = receptor para GABA do tipo C

IMAOs = inibidores da monoamina oxidase

IMI = imipramina

IRSN = inibidor da receptacdo serotonina e noradrenalina

ISRN = inibidor seletivo da receptacdo de noradrenalina

ISRS = inibidor seletivo da receptacdo de serotonina

i.p. = via intraperitonial

LCE = teste do labirinto em cruz elevado

MAO = monoamina oxidase

MDE = Manual Diagnostico e Estatistico de Transtornos Mentais da Associacéo de
Psiquiatria Norte-americana

min = minutos

NA = noradrenalina

NF = teste do nado forcado

OEFS = 6leo essencial das folhas de Schinus molle L.

s = segundos

s.c. = via subcutanea

SNC = Sistema Nervoso Central

TBG = teste da barra giratoria

TDM = transtorno depressivo maior

TEE = teste de esconder esferas

TSC = teste de suspenséo pela cauda

v.0. = via oral



S

SUMARIO

INEFOTUGAD. ...ttt 1
1.1 Uso de plantas pela medicina popular............ccccooeieiiiniiiniieeece e 1
1.1.1  Schinus molle L. — ASPECTIOS QEIaIS. ......cccerueruirieriiaiieieieiesie e 2
1.1.2  Schinus molle L. — Aspectos farmacol0giCos ...........cccceverrienennieicneinees 4
1.1.3 Composicao quimica do 0leo essencial das folhas de Schinus molle L.......5

1.2 Transtornos de Humor — Depressao e ansiedade............ccocvevevvereiieseeiesiennnn 5
1.2.1  DEPIESSAD. . .icutveitriiieeiieeesieeateesseeasteesseessseesseessbeesteeasbeesseesseeesbeesnseenbeeanreareeas 5
1.2.2 ANSIEUAUR. ....c.eiiiiieciieeeie ettt bbb 7

1.3 DiStUrDIOS 00 SONO......cuviiiiiieiieieie ettt b sreene e 8
1.4 Acido Gama AMINODULITICO. ...........cvveveeeieceieeceee et 10
OBUJETIVOS. ...ttt bbbttt e e bbbt nne e 12
2.1 ODJetiVOs ESPECITICOS. .....iiiiieieieiee ettt ene e 12
Material @ METOTOS. ......c.oiiiiiieee et nre s 13
3.1 Material DOTANICO. .......ccviieieieee e 13
3.2 Extracdo do 6leo essencial das folhas de Schinus molle L.............cccccoooevinnennee. 13
3.3 ANIMAIS € TrAtAMENTO........eeiieieiieiieeie et e e nee e e sreenee s 13
3.4 Avaliag8o farmacolOQiCa...........ccoeieiieieisiie s 14
3.4.1 Auvaliacdo geral dos efeitos de OEFS no Sistema nervoso central.............. 14
3.4.2 Triagem da atividade N0 SNC..........ccoiiiiiiiiieie e 15
3.4.3 Auvaliacdo das atividades ansiolitica e antidepressiva............c.ccceevevvereenenn 17
3.4.4 Auvaliacdo do envolvimento do sitio benzodiazepinico no mecanismo de acao

O OEFS ... et 19

3.5 ANALISE ESTALISTICA. ... eveivieeieiieieiee et 20
RESUITATOS. ...ttt ettt sbe e r e ens 21
4.1 Avaliagéo geral dos efeitos de OEFS no Sistema nervoso central ................... 21
4.2 Triagem da atividade N0 SNC.........ccccoiiiiiiiiiiee e 21
4.3 Avaliacdo das atividades ansiolitica e antidepressiva...........c.ccocevevvrciereecenne 24
4.4 Avaliacdo do envolvimento do sitio benzodiazepinico no mecanismo de a¢do do
OEFRS .ttt b e r ettt reen e 27
DISCUSSAO. ....evteute ettt ettt st b et s st s e s et e bt e st e e b et e e st e st e st et et e sbesbeabeaneeneeneens 28
(©0] o1 0TS0 E SRS 34
Referéncias bibliografiCas.........ccoooiiiiiiiii i 35



INTRODUCAO

1.1 Uso de plantas pela medicina popular

Estima-se que o uso de plantas para fins medicinais data-se desde os primérdios da
humanidade. O homem aprendeu a utilizar estruturas como folhas, flores raizes e cascas para
obter cura contra diversas doencas que o acometiam. (Petrovska, 2012)

Nos paises em desenvolvimento como o Brasil, onde servicos de salde sdo escassos, 0
tratamento através do uso plantas medicinais se torna um importante recurso. Remédios
indigenas, por exemplo, ganharam popularidade entre as pessoas das areas urbanas e rurais,
além de fornecer “pistas” na descoberta de novos farmacos como agentes quimioterapicos.
(Agraet al., 2007)

Vérias plantas utilizadas pela medicina popular tiveram suas propriedades
farmacoldgicas avaliadas e comprovadas cientificamente, dados estes que corroboraram o uso
e estimularam o crescimento do interesse pelo estudo de vegetais como possiveis fontes de
novos medicamentos fitoterapicos e/ou farmacos. (Calixto, 2005) Além disso, muitas especies,
possuem em sua constituicao quimica, principios ativos utilizados para varios tipos de farmacos
que ja sdo explorados pela industria farmacéutica. Neste sentido, testes pré-clinicos com
animais e testes in vitro sdo utilizados para avaliar o potencial terapéutico de plantas medicinais
e de alguns de seus constituintes isolados, tais como flavondides, alcaldides, triterpenos,
sesquiterpenos, taninos, lignanas, etc. (Cechinel Filho e Yunes, 1998)

Em transtornos neuropsiquiatricos, diferentes espécies de plantas foram estudadas e
tiveram sua eficacia clinica comprovada, corroborando o uso pela medicina popular. Dentre
estas plantas, podemos destacar a “melissa”, a “camomila”, o “maracuja” e a “erva de Sao Jodo”
que tiveram alguns efeitos e mecanismos de acdo demonstrados cientificamente conforme
resumido abaixo.

Mellissa oficinalis L. (melissa), € uma planta utilizada pela medicina popular como
calmante e antidepressivo, exerce efeito ansiolitico possivelmente pela inibicdo da GABA-
Transaminase, enzima responsavel pela degradacdo do GABA. (Awad et al., 2009;
Dobetsberger e Buchbauer, 2011; Taiwo et al., 2012). J& o efeito antidepressivo parece ser
mediado pelo aumento os niveis de monoaminas, porém o0s mecanismos de a¢do ndo estdo bem
esclarecidos. (Shakeri et al., 2016)

A apogenina, um componente isolado de Matricaria chamomilla (camomila), planta

utilizada no tratamento para ansiedade e insonia, teve efeito sedativo ja comprovado, contudo
1



estudos sobre os efeitos ansioliticos s&o controversos assim como 0s mecanismos de acao.
(Mckay e Blumberg, 2006)

A Passiflora incarnata (maracuja) € comumente comercializada como fitoterapico
assim como seus derivados. Utilizada pela medicina popular para tratar transtornos de
ansiedade e disturbios do sono, tem eficacia comprovada em diferentes estudos, sendo a acéo
como agonista do sitio benzodiazepinico do receptor GABAA um dos seus mecanismos de agcdo
sugeridos. (Miroddi et al., 2013)

Outra planta amplamente comercializada é o Hypericum perforatum L., conhecido como
erva de Sdo Jodo, é muito utilizada pela medicina popular para o tratamento da depresséo.
Possui eficacia comprovada por diversos estudos e os mecanismos de acdo ja foram bastante
estudados. Trabalhos ja demonstraram que Hypericum perforatum tem seu efeito antidepressivo
através da interacdo com diferentes sistemas de neurotransmissores, sendo sua acdo como
inibidor da recaptacdo de serotonina e noradrenalina, a mais importante. (Mischoulon, 2009)

Considerando-se a ampla diversidade vegetal brasileira, é importante ressaltar que
apesar de haver diversas pesquisas que comprovem o efeito de diferentes plantas e de seus

componentes ativos, muito ainda se tem a investigar.

1.1.1 Schinus molle L. - Aspectos gerais

A familia Anacardiaceae possui cerca de 80 _géneros e 800 espécies. Estas espécies
encontram-se distribuidas em ambientes Umidos a secos, e sdo originadas principalmente em
regides tropicais e subtropicais, mas algumas espécies podem ser encontradas também em
regides temperadas. Varias espécies dessa familia possuem importancia econdmica, com seus
frutos e sementes comestiveis, além de 6leos, resinas, taninos e lacas Uteis comercialmente.
(Britannica, 2017)

Schinus molle L. (Figuras 1 e 2), pertecente a familia Anacardiacea, € uma espécie nativa
da América do Sul, e no Brasil pode ser encontrada nas regides Sudeste e Sul, nos Biomas de
Mata Atlantica e Pampas (Luz e Pirani, 2010). Ocorre principalmente em solos secos e
arenosos, sendo tolerante a seca e geada. Pode ser encontrada em beira de corregos e matas, e
principalmente em areas de campo. (Lorenzi, 1992)

E popularmente conhecida como aroeira-salsa, aroeira, aroeira-folha-de-salso, aroeira-
mole, aroeira-periquita, pimenteira entre outros. Em algumas regides fora do Brasil, ela é

conhecida como Pepper tree, California pepper tree, Peruvian pepper tree. (Britannica, 2017)



E uma espécie arborea comumente utilizada para fins ornamentais na arborizagdo de ruas e
paisagismos em geral. Sua altura varia entre 4 e 8 metros possuindo tronco com 25 a 35 cm de
diametro, de madeira dura e pouco elastica, com boa durabilidade, sendo utilizada para
confeccdo de moirdes, esteios e trabalhos de torno. A casca é utilizada para a curticdo do couro
e 0 cortex produz uma resina impregnada de terebintina, um solvente utilizado na mistura
de tintas, vernizes e polidores. Suas folhas sdo compostas, sem estipulas, com 4-12 jugos,
foliolos subcoreaceos, glabros, com 3-8 cm de comprimento. As flores amareladas sdo reunidas
em inflorescéncias durante os meses de agosto a novembro e seus frutos sao drupas globosas e
de coloragdo vermelha que amadurecem nos meses de dezembro e janeiro (Lorenzi, 1992), que

sdo apreciados como tempero culinario e em bebidas quentes, pois possuem sabor picante.

Fonte: https://jb.utad.pt/especie/Schinus_molle
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1.1.2 Schinus molle L. — Aspectos farmacolégicos

A planta Schinus molle L. é amplamente utilizada pela medicina popular. Diferentes
estruturas, como folhas, frutos e raizes, sdo utilizadas no tratamento de inflamacdes, problemas
no trato urinario, respiratorio, gastrointestinal, problemas menstruais, e também como
tratamento para depressdo. O 6leo essencial tem agéo antimicrobiana, bactericida e fungicida
além de agir contra virus de plantas, bem como atividade repelente contra a mosca domestica.
(Machado et al., 2007; Duke, 2008; Bussmann e Sharon, 2015)

Devido ao seu extensivo uso medicinal pela populacdo, Schinus molle L. tem despertado
interesse no meio cientifico. Diversos estudos ja demonstraram os efeitos bioldgicos dos
diferentes tipos de extratos e do 6leo essencial dessa espécie.

Na area da saude, diversos trabalhos identificaram os efeitos dos diferentes extratos de
Schinus molle L. Em modelos animais de depressdo, o extrato hexanico apresentou efeito
antidepressivo em camundongos, reduzindo o tempo de imobilidade no teste de suspenséo pela
cauda (TSC), sendo proposto o envolvimento do sistema monoaminérgico como mecanismo
de acdo sem caracterizacdo de alvo especifico. (Machado et al., 2007) O extrato etandlico
também apresentou efeito antidepressivo no TSC, reduzindo o tempo de imobilidade. Este
efeito foi atribuido a presenca de um flavondide, a rutina, que aumenta a disponibilidade de
noradrenalina e serotonina no SNC. (Machado et al., 2008).

A exposicdo cutanea ao extrato hexanico de Schinus molle L. durante 24 horas, levou
ao aumento na atividade locomotora em ratos. (Bras et al., 2011) Esse efeito também foi
observado apds tratamento agudo ou subcrénico com a incorporacdo do extrato etandlico na
alimentacdo durante 1 e 14 dias respectivamente. (Ferrero et al., 2007)

Em estudos in vitro, o extrato metanolico (Molina-Garza et al., 2014) e os extratos
diclorometano e diclorometano/metanol (Delgado-Altamirano et al., 2017) demonstraram
efeito antiparasitario. A partir de componentes isolados do extrato diclorometano de Schinus
molle L, verificou-se importante acdo anti-inflamatoria e analgésica. (Yuegin et al., 2003;
Taylor et al., 2016)

O oleo essencial apresentou efeito bactericida (Gundidza, 1993; Hayouni El et al., 2008;
De Mendonca Rocha et al., 2012; Elshafie et al., 2016), antifangico (Dikshit et al., 1986; Do
Prado et al., 2018) e antiparasitario. (Baldissera et al., 2013; Batista et al., 2016; Rey-Valeiron
et al., 2018) Também ja foram identificados efeitos antioxidante, antitumoral (Diaz et al., 2008;
Bendaoud et al., 2010), e citotoxico. (Duarte et al., 2018)



Apesar de haver diversos trabalhos sobre os efeitos farmacoldgicos dessa planta, é
escasso 0 numero de pesquisas que demonstram as possiveis agdes no SNC, tais como a acao

sedativa, antidepressiva e ansiolitica, que ainda ndo foram bem esclarecidas.

1.1.3 Composicéo quimica do 6leo essencial das folhas de Schinus molle L.

Em uma andlise do perfil quimico do 6leo essencial de Schinus. molle L., verificou-se
sua riqueza em terpenos, sendo que a maioria das substancias encontradas foram cubenol
(13%), espatulenol (11,7%) e trans-B-guaieno (6,2%), que sdo sesquiterpenos, além de trans-
pinocarveol (6,2%) e mirtenol (3,9%) que sio monoterpenos. (Batista et al., 2016) E
importante observar que diferentes estudos demonstram a variacdo dos constituintes quimicos
dessa planta, provavelmente devido a regido e ao periodo da coleta, assim como o método
utilizado. (Santos et al., 2004; Diaz et al., 2008; Bendaoud et al., 2010; Martins Mdo et al.,
2014; Rey-Valeiron et al., 2018)

1.2 Transtornos de Humor — Depressédo e Ansiedade

A proporcédo de transtornos mentais tem crescido em todo o0 mundo nos Gltimos anos,
gerando impactos sobre a saude e a qualidade de vida da populacdo, além de significante
importancia econémica nos paises de sua maior prevaléncia. (Opas, 2018)

Em 2015, 4,4% da populacdo mundial apresentava transtornos de depressao, enquanto
3,6% sofriam com disturbios de ansiedade, que estdo entre as doencas mentais mais comuns,
muitas das vezes em situacdes de comorbidade. Essas propor¢bes variam de acordo com a
regido, no Brasil, aproximadamente 5,8% (11.548.577 pacientes) da populacdo sofre de
depressdo e 9,3% (18.657.943 pacientes) de distarbios de ansiedade. (Who, 2017)

1.2.1 Depressao

De acordo com o Manual Diagnostico e Estatistico de Transtornos Mentais da
Associacdo de Psiquiatria Norte-americana (MDE-V) (Apa, 2014), os transtornos depressivos
sdo caracterizados pela “presenga de humor triste, vazio ou irritavel, acompanhado de alteragdes
somaticas e cognitivas que afetam significativamente a capacidade de funcionamento do
individuo.”. E segundo a Organizacdo Mundial da Saude (2017), os pacientes também podem

apresentar sentimento de culpa, baixa autoestima, anedonia (falta de interesse e prazer), cansago



excessivo e disturbios do sono e de apetite. Esses transtornos podem ser divididos em duas
classes principais: transtorno depressivo maior (TDM)/episddio depressivo, e distimia.

O TDM acomete a maioria dos pacientes que sofrem de transtornos mentais, 0s sintomas
sdo caracterizados pelo déficit cognitivo e de memoria, perda de motivacao e prazer, alteracdes
emocionais, motoras e neurovegetativas. (Dean e Keshavan, 2017) Além disso, pode acontecer
em comorbidade com outras doencas, como mal de Parkinson, esclerose multipla, distarbios do
sono e transtornos de ansiedade. (Boing et al., 2012; Montgomery, 2019; White et al., 2019)

Para o diagndstico da TDM, os pacientes devem apresentar no minimo 5 dos sintomas

descritos na tabela 1, durante duas ou mais semanas.

Tabela 1. Sintomas do episodio depressivo maior de acordo com 0 MDE-V., 2014
Humor deprimido ou irritavel

Interesse ou prazer acentuadamente diminuidos

Perda ou ganho significativo de peso, ou diminuigdo ou aumento de apetite
Ins6nia ou hipersonia

Agitacdo ou retardo psicomotor

Fadiga ou perda de energia

Sentimento de inutilidade ou culpa excessiva ou inapropriada

Capacidade diminuida de pensar ou concentrar-se, ou indecisao

Pensamentos de morte recorrentes, ideagdo suicida, tentativa ou plano suicida.

H& uma ampla gama de tratamentos disponiveis para a depressdo, contudo, cerca de
apenas 2/3 dos pacientes apresentam remissao. Os efeitos adversos dos medicamentos além da
demora na melhoria dos sintomas, acabam induzindo muitos pacientes a abandonar o
tratamento, além de levar ao aumento do risco de suicidio. (Madhukar H. Trivedi et al., 2006)

Nas Ultimas décadas, muitos trabalhos tém investigado a causa da TDM, contudo, é
importante ressaltar que seus mecanismos ainda ndo estdo bem elucidados. Ha alteracfes na
neurotransmissdo dos sistemas serotonérgico, noradrenérgico, dopaminérgico e glutamatérgico,
hiperativacdo do eixo Hipotalamo-Hipodfise-Adrenal, alteracBes vasculares, aumento da
inflamacao e do estresse oxidativo e diminuicdo da neurogénese e da neuroplasticidade. Fatores
ambientais e genéticos estdo intimamente relacionados as manifestacfes dessa doenca. (Maes
et al., 2011; Dean e Keshavan, 2017; Matrov et al., 2019)

As classes de farmacos comumente utilizadas no tratamento da depressao nos dias atuais
sdo um refinamento dos mecanismos de a¢do dos medicamentos originais: 0s antidepressivos
triciclicos e os inibidores da monoamina oxidase além de medicamentos classificados como

antidepressivos “atipicos” (tabela 2). (Moreno et al., 1999; Willner et al., 2013)



Tabela 2. Classes de farmacos utilizadas no tratamento da TDM

Classe original Classes derivadas Exemplo de farmaco disponivel
Antidepressivos - Inibidores seletivos da recaptagéo da Citalopram,
triciclicos serotonina (5-HT) (ISRSs)
- Inibidores seletivos da recaptacdo da Reboxetina
Noradrenalina (NA) (ISRNs)
- Inibidores da recaptacdo de 5-HT e NA Venlafaxina
(IRSNs)
Antidepressivos - Agonista de receptores 5-HT1a
“atipicos” - Antagonitas de receptores (o2, 5-HT2c € 5- Buspirona
HT3) Mirtazapina
Inibidores da - Inibidor seletivo da MAO-A Clorgilina
MAO (iMAOs)
- Inibidor reversivel da MAO-A Moclobemida

Além dessas classes de farmacos, estudos tem demostrado a eficacia da quetamina, um
antagonista ndo-competitivo e de alta afinidade pelo receptor NMDA (receptor ativado pelo
glutamato), que em uma Unica dose age de maneira rpida diminuindo os sintomas em pacientes
que ndo respondem ao tratamento com antidepressivos tipicos e nos que possuem idealizacdo
suicida. (Diazgranados et al., 2010; Machado-Vieira et al., 2012; Zanos e Gould, 2018)

1.2.2 Ansiedade

Do ponto de vista adaptativo, a expressdo emocional de medo é uma resposta natural a
uma ameaca iminente real ou percebida, enquanto o sentimento de ansiedade é uma antecipacéo
de ameaca futura. (Who, 2017) Essas respostas envolvem funcgdes fisioldgicas que incluem
comportamentos de defesa, reflexos autondmicos, despertar e alerta, secrecdo de
corticosteroides e emocdes negativas. Nesse contexto, a ansiedade € uma emocao basica normal
gue acontece de forma antecipatoria e passa a ser uma doenca quando se encontra aumentada,
onde os sintomas interferem no conforto emocional, na qualidade de vida, e na realizagéo de
tarefas diarias consideradas normais. (Allen et al., 1995; Strohle et al., 2018) Além disso,
disturbios de ansiedade costumam estar em comorbidade com outros transtornos psiquiatricos,
como depresséo, epilepsia, autismo, esquizofrenia, doenca de Alzheimer e abuso de drogas
psicoativas. (Cosoff e Hafner, 1998; Burns e Teesson, 2002; Beyenburg et al., 2005; Lai et al.,
2015; Ehrenberg et al., 2018; Lecavalier et al., 2018; Price et al., 2018)

Individuos que apresentam transtornos de ansiedade, possuem sintomas como medo e

ansiedade excessivos, com perturbagdes comportamentais. Estes transtornos diferem entre si e


http://www.atlasdasaude.pt/publico/content/esquizofrenia
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sdo classificados pela Associagdo de Psiquiatria Norte-americana conforme tabela 3. (Apa,
2014)

Tabela 3. Classificagdo dos Transtornos de ansiedade segundo MDE-V., 2014

. Transtorno de Ansiedade de Separagéo

. Mutismo Seletivo

. Fobia Especifica

. Transtorno de Ansiedade Social (Fobia Social)

. Transtorno de Péanico

. Especificador de Ataque de Panico

. Agorafobia

. Transtorno de Ansiedade Generalizada

. Transtorno de Ansiedade Induzido por Substancia/Medicamento
10. Transtorno de Ansiedade Devido a Outra Condi¢do Médica
11. Outro Transtorno de Ansiedade Especificado

12. Transtorno de Ansiedade Nao Especificado

O©CooO~NOoOoUTh WN -

Do ponto de vista andtomo-funcional, nos transtornos de ansiedade estdo envolvidas
estruturas que compde o circuito corticolimbico, como amigdala, hipotalamo, hipocampo,
nacleo leito da estria terminal (NLET) e cértex pré-frontal medial (Martin et al., 2009;
Adhikari, 2014; Janak e Tye, 2015), onde sdo identificadas alteracGes na neurotransmissdo
GABAérgica (Chen et al., 2018), serotoninérgica, noradrenérgica (Jakubovski et al., 2018),
glutamatérgica (Amiel e Mathew, 2007; Ferraguti, 2018), e dopaminérgica. (Bahi e Dreyer,
2018)

Como terapia de curto prazo, 0s benzodiazepinicos estdo entre os primeiros na linha de
farmacos que tém sido extensivamente utilizados para tratar as diversas formas de ansiedade
(Rabbani et al., 2008; Charney et al., 2011). Possuem eficacia comprovada, porém apresentam
muitos efeitos adversos, como tolerancia e inducao de dependéncia, sendo entdo interessante o
uso alternativo de diferentes substancias para pacientes que precisam de tratamento em longo
prazo. Com o objetivo de se substituir os benzodiazepinicos, tem sido utilizados fa&rmacos como
a Buspirona, um agonista parcial do receptor 5HT14, € antidepressivos como ADTSs, ISRSs,
IRSNs e IMAOSs, além da psicoterapia, que € um importante coadjuvante para uma melhor
resposta do paciente ao tratamento. (Sramek et al., 2002; Tyrer e Baldwin, 2006; Charney et
al., 2011; Jakubovski et al., 2018)

1.3 Disturbios do sono

Disturbios do sono sdo comuns em toda populagcdo mundial. Estima-se que cerca de 1/3
da populagdo, em algum momento da vida, apresentou sintomas de ins6nia. Esse grupo de
8



transtornos, também representa um grande impacto na salde, visto que 0s pacientes costumam
apresentar outras doencas em comorbidade, como transtornos de humor e doengas
neurodegenerativas, assim como doencas do sistema imune e enddcrino. (Hallit et al., 2019;
Lane et al., 2019)

Segundo a Associacdo de Psiquiatria Norte-americana, os distlrbios do sono séo
classificados em 10 grupos: transtorno de insonia, transtorno de hipersonoléncia, narcolepsia,
transtornos do sono relacionados a respiracao, transtorno do sono-vigilia do ritmo circadiano,
transtornos de despertar do sono ndo REM (rapid eye movement - movimentos rapidos dos
olhos), transtorno do pesadelo, transtorno comportamental do sono REM, sindrome das pernas
inquietas e transtorno do sono induzido por substancia/medicamento. Esses transtornos tém por
caracteristicas alteracGes na qualidade e quantidade de sono, causando prejuizo nas atividades
diarias do individuo. (Apa, 2014)

De forma geral, os disturbios do sono tém sido associados a disfungdes metabdlicas e
neuroestruturais no sistema reticular, assim como em regides do encéfalo tais quais diferentes
regides corticais, no tdlamo, hipotalamo, amigdala e no hipocampo. Essas alterac6es irdo entéo
prejudicar o ciclo circadiano do paciente, com perturbacGes durante o sono que resultardo em
sintomas durante o periodo de vigilia, como sonoléncia e cansago excessivo, déficit de
aprendizagem e atencéo e problemas de humor. (Desseilles et al., 2008)

A insdnia, segundo a Sociedade Brasileira do Sono, é definida como dificuldade em
iniciar e/ou manter o sono, sendo este insuficiente, de forma que altere a qualidade de alerta e
bem-estar do individuo, comprometendo o desempenho nas suas atividades durante o dia.
(Poyares et al., 2003) Além de psicoterapia, diferentes classes de farmacos como o0s
antidepressivos e os ansioliticos, sdo utilizadas no tratamento da insdnia. Um dos grupos de
farmacos mais comumente utilizado € o dos benzodiazepinicos, que tem efeito hipno-sedativo
com acao agonista no sitio benzodiazepinico do receptor GABAA, que é o principal responsavel
pela inibicdo sinéptica rapida do Sistema Nervoso Central. Os benzodiazepinicos melhoram os
sintomas da insdnia diminuindo o tempo de laténcia do sono e 0s despertares noturnos, assim
como reduzindo o periodo de sono REM (periodo em que ha maior atividade cerebral durante

0 sono). (Kamel e Gammack, 2006; Stojanovic et al., 2016)



1.4 Acido gama-aminobutirico

O acido gama-aminobutirico (GABA) é o principal neurotransmissor inibitério do
sistema nervoso central de mamiferos. (Stojanovic et al., 2016) Neurdnios GABAérgicos estdo
em todos os niveis do Sistema Nervoso Central (SNC) em diferentes proporcbes e sédo
responsaveis por regular a neurotransmissdo excitatoria. (Madsen et al., 2007; Luscher et al.,
2010) Nesse contexto, atuam regulando diversas funcbes do Sistema Nervoso Central (SNC)
tais como o ciclo circadiano (Ono et al., 2018), atividades neurovegetativas (Guyenet, 2006),
processamento motor e sensorial, cogni¢cdo e comportamento emocional (Stork et al., 2000;
Fritschy e Panzanelli, 2014; Lowery-Gionta et al., 2018; Woo et al., 2018) As sinapses
GABAérgicas também atuam como importantes moduladoras do desenvolvimento do SNC,
exercendo um controle sob a excitabilidade neuronal além de mediar a plasticidade sinaptica,
definindo a formacdo dos circuitos neurais. (Chugani et al., 2001; Oh e Smith, 2019)

O GABA pode interagir com 3 tipos de receptores: GABAa, GABAg, GABAc. O
GABAg é um receptor metabotropico, heterodimero, formado por duas subunidades (GABAg1
e GABAg2) (Benarroch, 2012), enquanto receptores GABAa e GABAc sdo pentaméricos,
associados a um canal iénico de cloreto (CI"). O GABAc possui uma estrutura simples homo-
oligomérica, composta pelas subunidades pl ou p2 (Qian, 2007), contudo, GABAA é um
receptor hetero-oligomérico complexo, composto por uma ampla gama de combinacdes entre
as subunidades o 1-6, B 1-3, v 1-3, 3, €, 0, m ¢ p1-3.(Stefanits et al., 2018; Zhu et al., 2018)

Cada receptor GABAA contém duas subunidades o e duas B, completado por uma
subunidade y2 em receptores sinapticos ou uma subunidade & em receptores extra-Sinapticos.
(Almeida et al., 2019) A conformagdo mais comum no cérebro humano adulto é a composta
pelas subunidades a1p2y2 . (Zhu et al., 2018). O sitio ortostérico desse receptor esté localizado
entre as subunidades al e duas B2 e a sua ativacdo pelo GABA leva a uma alteracdo na
conformacdo do canal, permitindo a passagem de ions cloreto. (Horenstein et al., 2001) Além
desse sitio, receptores GABAAa possuem sitios alostéricos para benzodiazepinicos,
neuroesteroides, etanol, barbitdricos e outros anestésicos que interagem modulando sua
ativagdo. (Johnston, 1996; Shin et al., 2018)

Os benzodiazepinicos atuam potencializando os efeitos do GABA aumentando a
frequéncia de abertura dos canais de cloreto. (Barker, 1981) Seus efeitos ansioliticos, sedativos,
anticonvulsivantes e de relaxamento muscular acontecem devido a interacdo agonista com o
seu sitio alostérico localizado na subunidade y2, e adjacente as subunidades al, 02, a3 ou

a5. (Atack et al., 2011)
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Tem sido proposto que a ligacdo de BDZ ao receptor GABAAaal seja responsavel por
efeitos sedativos, amnésico e anticonvulsivante, enquanto o GABAAao2 apresente efeito
ansiolitico e GABAAa a5, que € altamente expresso no hipocampo, esteja relacionado ao déficit
de memoria causado por BDZs. Efeitos de GABAA a3 ainda ndo estéo totalmente esclarecidos.
(Mckernan et al., 2000; Tyrer e Baldwin, 2006; Duke et al., 2018; Palvolgyi et al., 2018)
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2 OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi avaliar a possivel agdo do 6éleo essencial obtido de folhas

de Schinus molle L. (aroeira) no sistema nervoso central de camundongos (Mus musculus)

2.1 Objetivos especificos

i. Avaliar a possivel atividade depressora e/ou estimulatoria do 6leo essencial das folhas

de Schinus molle L. (OEFS) no sistema nervoso central de camundongos.

ii. Avaliar possivel efeito ansiolitico e/ou antidepressivo do OEFS.

iii. Caso exista efeito do OEFS no Sistema Nervoso Central, avaliar se o sitio
benzodiazepinico do receptor GABAA pode estar envolvido no mecanismo de agéo.

12



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material botanico

As folhas de Schinus molle L. foram coletadas no municipio de Volta Redonda — RJ,
Brasil (GPS 22° 31'36- 23S;44° 04'31- 62W). Uma exsicata do espécime foi depositada no
herbério do Departamento de Botéanica do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro (ICBS,UFRRJ, Brasil) e identificado pelo Dr. Pedro Germano
Filho sobre o nimero de registro RBR 35791.

3.2 Extracdo do 6leo essencial das folhas de Schinus molle L.

O oleo essencial das folhas de Schinus molle L. (OEFS) foi fornecido pelo professor
Douglas Siqueira de Almeida Chaves do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.

Sua extracdo foi realizada a partir de amostras com peso de 50 g de folhas secas de S.
molle, que foram submetidas a hidrodestilacdo usando um Clevenger (Batista et al., 2016), um
aparelho laboratorial que faz a extracdo do 6leo por destilagdo através de técnica de arraste de

vapor (Santos et al., 2004), obtendo-se rendimento de 1,2% de 6leo.

3.3 Animais e tratamentos

Para realizacdo deste trabalho foram utilizados camundongos (Mus musculus) da
linhagem Swiss, machos, pesando entre 30 e 35g, fornecidos pelo Biotério de Criacdo de
Roedores do Departamento de Ciéncias Fisioldgicas da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro. Os animais foram mantidos em condicdes controladas de temperatura (21 + 2°C) e
iluminacdo (ciclo claro/escuro de 12 horas) com livre acesso a agua e ragéo.

O OEFS foi solubilizado em Tween 80 a 10%, completando seu volume com solucao
salina para se obter as concentragdes de 2,5; 5; 10 e 20mg/mL. O diazepam (DZP) foi
solubilizado em Tween 80 a 10% e seu volume completado com salina para obter as
concentracdes de 0,1 e 0,5mg/mL. A imipramina (IMI) foi solubilizada em &gua filtrada
obtendo-se a concentracdo de 1,5mg/mL. Tween 80 a 10% em solucédo salina fisiologica foi

utilizado como veiculo.
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Em todos os tratamentos foram respeitados o volume méaximo de 0,1ml/10g de peso de
animal.

Os procedimentos foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais do
Instituto de Ciéncias Biologicas e da Saude da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
sob o0 numero de protocolo 8847/2016-31 (ANEXO 1).

Todos os experimentos foram filmados e posteriormente analisados.

3.4 Avaliacéo farmacoldgica

3.4.1 Avaliagéo geral dos efeitos de OEFS no Sistema Nervoso Central

Para uma avaliacdo geral do efeito do OEFS no SNC, foi realizado o teste do campo
aberto (CA). O aparato utilizado foi adaptado de Rocha (2011), que consistiu em uma caixa
retangular confeccionada em acrilico transparente medindo 32 x 47 x 15cm (largura X
comprimento X altura), com o assoalho dividido em 18 demarcacdes (figura 3), 0 que permitiu
a quantificacdo da movimentacdo espontanea do animal através do nimero de cruzamentos
entre as demarcacgdes. Foram realizadas 4 sessdes, onde o animal era colocado no centro do
aparato e seu comportamento registrado durante 5 minutos. Cada sesséo foi realizada nos
tempos 30, 60, 100 e 130 minutos apds o tratamento com veiculo, OEFS100 ou OEFS200 pela

via intraperitonial.

Figura 3. Caixa utilizada como campo aberto para avaliacdo da agéo geral do OEFS no SNC
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3.4.2 Triagem da atividade no SNC

Quando se precisa identificar o perfil farmacoldgico de uma determinada substancia, se
torna necessario avaliar inicialmente se ela possui ou ndo efeito no SNC. (Almeida, 2006)
Portanto, para se investigar esse efeito, foi realizada uma bateria de 3 testes realizados em
sequéncia validada em nosso laboratério e sensivel tanto a farmacos depressores quanto

estimulantes, conforme o esquema da figura 4.

Adm. Adm. Teste do
Veiculo, CA TBG etomidato » <ono
OEFS, DZP » . » . » 25mg/kg induzid

5meg/ke (i.p) (5 minutos) (1 minuto) (s.c) induzido

Figura 4. Sequéncia de testes para avaliacdo de possivel efeito do OEFS no SNC. Os mesmos grupos de
animais foram utilizados em todos os testes. CA = Teste do campo aberto, TBG = Teste da barra giratdria
Nesta triagem, 30 minutos antes do inicio do teste, os animais foram tratados com OEFS
nas doses de 25, 50 ou 100mg/kg, veiculo ou controle positivo (DZP 5mg/kg) pela via
intraperitonial. Apds o teste da barra giratoria (TBG), os animais foram tratados com etomidato

na dose de 25 mg/Kg por via subcutanea.

Teste do campo aberto (CA)

O aparato utilizado no teste do campo aberto consiste em uma arena circular (30cm de
didmetro) confeccionado em acrilico e com assoalho demarcado em 8 divisdes na regido
periférica e 4 divisdes na regido central, 0 que permite avaliar a atividade exploratéria do

animal. O aparato foi mantido sob 80+5 Lux de luminosidade (figura 5).

Figura 5. Aparato utilizado para o teste do campo aberto
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O animal era colocado no centro do CA e seu comportamento registrado durante 5
minutos para analise posterior. Para avaliar a movimentacdo espontanea do animal foram
utilizados como parametros o ndmero de cruzamentos entre as demarcacfes, nimero de
comportamentos de levantar (“rearing”) e o tempo de imobilidade. (Walsh e Cummins, 1976;
Royce, 1977)

Teste da barra giratéria

Para avaliacdo da coordenagdo motora e possivel efeito relaxante muscular do OEFS foi
utilizado o teste da barra giratoria (TBG). O aparelho utilizado consiste em uma barra giratéria
de 5,5cm de diametro e 40 cm de comprimento, dividida em 5 compartimentos, a uma altura de
25cm da sua base (figura 6). (Dunham e Miya, 1957)

L

Figura 6. Equipamento utilizado no teste da barra giratoria

No dia anterior ao teste, 0s animais foram submetidos a um treino onde eram colocados
sobre a barra giratoria durante 2 minutos, sendo reconduzidos quantas vezes fossem necessarias.
A barra girava a uma velocidade constante de 15 rota¢des por minuto. No dia teste foi registrado
o0 tempo de permanéncia dos animais na barra giratéria (em segundos), com no maximo trés
reconducdes durante o tempo de 60 segundos. Substancias que alterem a coordena¢do motora

ou possuem efeito relaxante muscular, reduzem a capacidade do animal se manter na barra.
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Potenciagao do sono induzido por etomidato

Para se avaliar se 0 OSFS exercia efeito depressor ou estimulante sobre 0 SNC, também
foi realizado o teste do sono induzido por etomidato, uma substancia ndo-barbitdrica com efeito
hipnético-sedativo de curta duracdo. (Janssen et al., 1975)

Apos a injecdo do etomidato, foram cronometrados (em minutos) e registrados o tempo
da perda do reflexo postural (tempo de inducgéo), e o tempo entre a perda e a recuperacdo do
reflexo postural (duracdo do sono). Substancias com efeito depressor central aumentam o tempo

de sono, enquanto estimulantes o reduzem.

3.4.3 Avaliacdo das atividades ansiolitica e antidepressiva

Teste do labirinto em cruz elevado

O uso do LCE como modelo para avaliagdo da ansiedade foi inicialmente proposto por
Pellow (Pellow et al., 1985) e validado para camundongos por Lister (Lister, 1987). Consiste
em um aparato composto por dois bracos abertos opostos (30 x 05 cm cada) e dois bragcos
fechados (30 x 05 x 25cm cada) também opostos, e uma plataforma central (05 x 05 cm),
confeccionado em acrilico opaco e fica suspenso a uma altura de 45 cm do ch&o. Nesse teste 0s
bragos abertos e fechados ficaram sob 200+10 e 20+2 Lux de luminosidade, respectivamente
(figura 7).

Figura 7. Aparato utilizado para o teste do labirinto em cruz elevado
Neste teste, foi avaliada a porcentagem de entradas nos bragos abertos em relagdo ao
total de entradas nos dois tipos de bragos, a porcentagem de tempo de permanéncia nos bracos
abertos em relagcdo ao tempo total despendido nos dois tipos de bracos e o nimero de

comportamentos de avaliacdo de risco. AlteracBes significativas nesses pardmetros podem
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indicar possivel efeito ansiolitico ou ansiogénico da substancia testada. Substancias com efeito
ansiolitico aumentam o nimero e tempo de permanéncia nos bragos abertos e podem reduzir o
numero de comportamentos de avaliacdo de risco, e o contrario também é verdadeiro. Também
foi analisado o nimero de entradas nos bracos fechados para se avaliar a atividade motora
espontanea dos animais. (Rodgers e Johnson, 1995)

Trinta minutos antes do teste, os animais foram tratados com OEFS nas doses de 25 ou

50mg/kg, veiculo ou controle positivo (DZP, 1mg/kg) pela via intraperitoneal.

Teste de Esconder Esferas

Para se avaliar o possivel efeito do tipo ansiolitico do OESF, foi também realizado o
teste de esconder esferas (TEE). (Broekkamp et al., 1986). Para realizacdo do TEE foram
utilizadas caixas de polipropileno branco opaco, medindo 32 x 40 x 15 cm (largura X
comprimento X altura), forrada com maravalha compactada com uma espessura aproximada de
2 cm contendo 20 bolinhas de vidro (higienizadas com alcool a 10%), distribuidas
uniformemente sobre a superficie (figura 8). Os animais foram colocados em caixas individuais
sendo avaliado o nimero de esferas escondidas com pelo menos 2/3 sob a maravalha durante o
periodo de 20 minutos. Quando o animal é submetido a presenca de objetos desconhecidos, ele
apresenta o “comportamento de enterrar”. Neste teste, farmacos com efeito ansiolitico reduzem
este comportamento, diminuindo o numero de esferas escondidas.

Trinta minutos antes do teste, os animais foram tratados com OEFS nas doses de 25 ou

50mg/kg, veiculo ou controle positivo (DZP 1mg/kg).

Figura 8: Caixa utilizada no teste de esconder esferas
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Teste do nado forcado (NF)

Para se avaliar possivel acdo do tipo antidepressiva foi utilizado o NF. O teste foi
realizado em um cilindro plastico de 18 cm de altura e 15 cm de didmetro contendo 13 cm de

agua a uma temperatura constante de 23 + 2 °C (figura 9).

Figura 9. Teste do nado forgado

O animal foi submetido a uma sessdo de 6 minutos de natacdo sendo avaliado nos 4
minutos finais. Foi registrado como tempo de imobilidade o periodo em que o animal
permanecia imovel, realizando apenas movimentos para manter a cabega fora da agua.
Farmacos com propriedade antidepressiva reduzem o tempo de imobilidade. (Porsolt et al.,
1977)

Neste teste, os animais foram tratados com OEFS nas doses de 25 ou 50mg/kg, veiculo

ou controle positivo (IMI 15mg/kg), 24, 5 e 1 hora antes do inicio do teste.

3.4.4 Avaliacdo do envolvimento do sitio benzodiazepinico no mecanismo de acdo do
OEFS

Para avaliar se o efeito sedativo do OEFS100 era mediado pelo sitio benzodiazepinico
do receptor GABAA,, foi realizado o teste CA sendo o flumazenil (FMZ) utilizado como
antagonista competitivo do sitio benzodiazepinico. Neste teste, foram avaliados quatro grupos
de animais que receberam 0s seguintes tratamentos: Veiculo+Veiculo; Veiculo+FMZ,
Veiculo+OSFSS100 ou FMZ+0OSFS100.
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Durante o procedimento, os animais foram pré-tratados com FMZ (1,0mg/kg) ou
veiculo, e vinte minutos depois foi administrado veiculo, ou OEFS100, todos pela via
intraperitonial. O teste do CA foi realizado 50 minutos apds o pré-tratamento com FMZ ou

veiculo.

3.5 Analise estatistica

Para analise estatistica foi realizado a analise de variancia (one way ANOVA) seguido
do pos-teste de Tukey. No teste da barra giratdria foi utilizada a analise ndo-paramétrica de
Kruskal-Wallis seguida do teste de Dunn. Todas as analises foram feitas com o auxilio do
software GraphPad Prism® versdo 6.0. Os resultados foram expressos como média + erro
padrdo da média. Os dados assumiram significancia estatistica quando p<0,05.

20



4 RESULTADOS

4.1 Avaliacéo geral dos efeitos de OEFS no Sistema Nervoso Central

Para a avaliacdo geral do OEFS, foi realizado o teste do campo aberto. Foi avaliada a
atividade locomotora do animal através do nimero de quadrantes percorridos, nos tempos de
30, 60, 100, 130 minutos apo6s o tratamento. O grupo OEFS200 apresentou uma reducéo
significativa de 75% no namero de cruzamentos em relacédo ao grupo controle (OEFS200= 32,3
+ 17,6 vs. 129,8 + 17,1) no tempo de 30 minutos. Contudo, nos tempos de 60, 100 e 130
minutos, ndo houve diferenca significativa entre os grupos (figura 10). (Para outros resultados,
ver ANEXO 2, tabela 4).
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Figura 10. Efeito do tratamento do OEFS na atividade locomotora quantificada pela quantidade de quadrantes
percorridos no teste do campo aberto nos tempos 30, 60, 100 130 minutos apds o tratamento. n=6. OEFS = 6leo
essencial de Schinus molle L., sendo * p<0,05 significativo comparado ao grupo controle.

4.2 Triagem da atividade no SNC

Para avaliar o possivel efeito depressor ou estimulante do 6leo essencial das folhas de
Schinus molle L. no SNC, foi realizada uma bateria de testes em sequencia composta pelo teste
do campo aberto, teste da barra giratdria e teste do sono induzido por etomidato, adaptado de

Rocha (2011).
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Campo Aberto

No teste do campo aberto foi analisada a atividade locomotora e exploratdria do animal,
avaliando-se o0 nimero de cruzamentos entre as demarcagdes do assoalho, o nimero de
levantamentos (“rearing”) e tempo de imobilidade. Houve uma reducéo significativa de 74,0%
no nimero de cruzamentos do grupo OEFS100 em relacdo ao grupo controle (OEFS100 = 19,1
+ 6,2 vs. CT = 73,2 + 3,1)(figura 11-A), assim como a reducdo em 95,0% do nimero de
“rearing” (OES100 = 1,1 + 0,6 vs. CT = 22,3 £ 3,6) (Figura 11-C). O OEFS100 também
aumentou significativamente em 2071,0% o tempo de imobilidade em comparagéo ao grupo
controle (OEFS100 = 165,8 + 21,8 vs. CT = 7,6 = 2,6) (figura 11-B). (Para outros resultados,
ver ANEXO 2, tabela 5)
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Figura 11. Efeito do tratamento do OEFS na atividade locomotora e exploratéria dos animais avaliado através do
namero total de quadrantes percorridos (A), tempo de imobilidade (B) e numero de “rearing” (C) no teste do
campo aberto. CT = controle, OESF = 6leo essencial de Schinus molle L., DZP = diazepam 5mg/kg. Cada coluna
representa a média + EPM (n=6-10), sendo ***p<0,001 e **** p<0,0001 significativo quando comparado ao grupo
controle.
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Teste da barra giratéria

No teste da barra giratoria, foi avaliado o nimero de quedas e o tempo de permanéncia
na barra até a terceira queda, durante o periodo de 60 segundos. No numero de quedas e no
tempo de permanéncia na barra, os grupos tratados com OEFS ndo apresentaram diferencas
significativas em relacgdo ao controle (figura 12). (Para outros resultados, ver ANEXO 2, tabela
6)
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Figura 12. Efeito do tratamento do OEFS na coordena¢do motora dos animais avaliado através do nimero de
guedas (A) e tempo de permanéncia na barra até a terceira queda (B), durante o periodo de 60 segundos. OEFS =
o6leo essencial de Schinus molle L., DZP = diazepam 5mg/kg. Cada coluna representa a média + EPM (n=6-10),
sendo * p<0,01 (Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn) em “A”, e **** p<0,0001 (Anova seguido do
teste “t”) em “B”, significativo quando comparado ao grupo controle.

Sono induzido por Etomidato

No teste do sono induzido por etomidato foi avaliado o tempo da perda do reflexo
postural (tempo de inducéo), e o tempo entre a perda e a recuperacdo do reflexo postural
(duracéo do sono). O grupo tratado com OEFS100 apresentou aumento significativo de 95,5%
no tempo de recuperacdo do sono em relagcdo ao grupo controle (OEFS100 = 168,4 £+ 15,0 vs.
CT =86,1 £ 9,0 s) (figura 13, A). Contudo, no tempo de inducdo do sono ndo houve diferenca

estatistica significativa (figura 13, B). (Para outros resultados, ver ANEXO 2, tabela 7)
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TESTE DO SONO INDUZIDO POR ETOMIDATO
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Figura 13. Efeito do tratamento do OFES no tempo total (A) e no tempo de inducdo (B) do sono induzido por
etomidato (A) OEFS = 6leo essencial de Schinus molle L., DZP = diazepam 5mg/kg. Cada coluna representa a
média + EPM (n=6-10), sendo *p<0,05 e ****p<0,0001 significativo quando comparado ao grupo controle.

4.3 Avaliacdo das atividades ansiolitica e antidepressiva

Teste do labirinto em cruz elevado

No teste do LCE, foram avaliados os seguintes parametros: porcentagem de entradas e
de tempo despendido nos bracos abertos, tempo na plataforma central, nimero total de entradas
nos dois bracos, tempo e numero de entradas nos bracos fechados, e o nimero de avaliacGes de
risco realizadas pelo animal. Em nenhum dos parametros, o OEFS apresentou diferenca

estatistica significativa (figura 14). (Para outros resultados, ver ANEXO 2, tabela 8)
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TESTE DO LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO
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Figura 14. Parametros avaliados no Teste do Labirinto em Cruz Elevado. Foram analisadas porcentagem de tempo
de permanéncia nos bracos abertos em relacdo ao tempo despendido nos dois bracos (A) a porcentagem de entradas
nos bragos abertos em relagdo as entradas nos dois bragos (B), nimero de comportamentos de avaliagdo de risco
(C), nimero de entradas nos bragos fechados (D). OEFS = 6leo essencial de Schinus molle L., DZP = diazepam
1mg/kg. Cada coluna representa a média + EPM (n=10-12), sendo *p<0,05 em relacdo ao grupo controle.

Teste de esconder esferas
No teste de esconder esferas foi avaliado o niimero de esferas escondidas, com cerca
de 2/3 sob a maravalha. Nenhum dos grupos tratados com OEFS apresentou diferenca

significativa em relacdo ao controle (CT = 17,0 £ 1,1 (n=11); OEFS25 = 13,2 £ 1,3 (n=10);
OEFS50 = 12,0 + 2,4 (n=8); DZP = 9,8 + 1,6 (n=11)) (figura 15).
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Figura 15. Efeito do tratamento com OEFS no nuimero de esferas escondidas no teste de esconder esferas. OEFS
= Gleo essencial de Schinus molle L., DZP = diazepam 1mg/kg. Cada coluna representa a média + EPM (n=8-
11), sendo *p<0,05 significativo quando comparado ao grupo controle.

Teste do nado forcado

No teste do nado forcado foi avaliado o tempo de imobilidade do animal durante os 4 minutos
finais da sessdo de 6 minutos. Os animais tratados com o OEFS ndo apresentaram diferenca
significativa no tempo de imobilidade quando comparados ao grupo controle (CT = 131,1
13,3 (n=9); OEFS25 = 120,1 + 8,6 (n=9); OEFS50 = 141,9 + 14,0 (n=7); IMI = 78,1 + 6,1
(n=9)) (figura 16).
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Figura 16. Efeito do tratamento do OEFS no tempo de imobilidade dos animais no teste do nado forcado. OESF
= 6leo essencial de Schinus molle L.. OEFS = dleo essencial de Schinus molle L., IMI = imipramina 15mg/kg.
Cada coluna representa a média £+ EPM (n=7-9), sendo **p<0,01 significativo quando comparado ao grupo
controle.
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4.4 Avaliacdo do envolvimento do sitio benzodiazepinico no mecanismo de acdo do OEFS

Para avaliar se o efeito sedativo exercido OEFS100 na dose de 100mg/kg, estava
envolvido com o sitio benzodiazepinico do receptor GABAAa, foi avaliada a atividade
locomotora e exploratoria do animal no campo aberto. Foram avaliados 0s seguintes
pardmetros: numero quadrantes percorridos, comportamentos de levantar (“rearing”) e tempo
de imobilidade. (Walsh e Cummins, 1976; Royce, 1977).

O OESF100 apresentou reducdo significativa na porcentagem relativa do nimero de
quadrantes percorridos em relagdo a média do grupo controle (OEFS100=45,4+8,1v.s.CT =
100,0 £ 6,7%) assim como redugéo da porcentagem de “rearing” (OEFS100 = 21,8 + 6,5 v.s.
CT 100 % 6,9%). Além disso, 0 OEFS100 também apresentou aumento significativo da
porcentagem relativa do tempo de imobilidade em relacdo a média do grupo controle (OEFS100
= 7200 £ 1565 v.s. CT = 100 £ 0,0). O flumazenil ndo foi capaz de reverter os efeitos do
OEFS100 nos parametros analisados (figura 18). (Para outros resultados, ver ANEXO 2, tabela

9).
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Figura 17. Efeito do tratamento do OEFS na atividade locomotora e exploratéria dos animais avaliado através do
porcentagem relativa de quadrantes percorridos (A), porcentagem relativa do nimero de “rearing” (B) e
porcentagem tempo de imobilidade (C) no teste do campo aberto. OEFS100 = 6leo essencial de Schinus molle L.
na dose de 100mg/kg, FMZ = flumazenil 1,0mg/kg. Cada coluna representa a média + EPM (n=9-11), sendo **
p<0,01, *** p<0,001 **** p<0,0001 significativo comparado ao grupo controle.
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5 DISCUSSAO

Schinus molle L. é amplamente utilizada pela medicina popular para diversas
finalidades, incluindo o tratamento da depressd@o. Em estudos anteriores, o extrato hexanico de
Schinus molle L. reduziu o tempo de imobilidade no teste de suspensao pela cauda (TSC), um
importante modelo animal sensivel a farmacos antidepressivos de diversas classes. Nesse
mesmo estudo, demonstrou-se que esse efeito foi mediado pela interacdo do extrato hexanico
com o0s sistemas serotoninérgico, noradrenérgico e dopaminérgico. (Machado et al., 2007)
Estudos com o extrato etanolico de Schinus molle L também demonstraram redugdo no tempo
de imobilidade no TSC, contudo, ndo apresentou efeito significativo na reducdo do tempo de
imobilidade no teste do nado forcado, que também & um modelo de “comportamento de
desespero”. Isso pode ser pode ser justificado devido ao fato desses dois testes apresentarem
variabilidade da resposta a certas classes de farmacos antidepressivos, indicando substratos e
vias bioquimicas diferentes. (Porsolt et al., 1979; Cryan et al., 2005; Machado et al., 2008)

Sobre o 6leo essencial, ndo ha estudos que demonstrem seus efeitos no Sistema Nervoso
Central (SNC). Entdo, para uma avaliacdo geral dos efeitos do OEFS, foi realizado o teste do
campo aberto (CA), onde foi registrado 0 nimero de cruzamentos (durante 5 minutos) nos
tempos 30, 60, 100, 130 minutos apds o tratamento com OEFS nas doses 100 e 200mg/kg pela
via intraperitonial (OEFS100 e OEFS200). Aos 30 minutos, o grupo OEFS200 apresentou uma
reducao significatica no numero de quadrantes percorridos. Estes dados sugerem possivel efeito
do OEFS como agente depressor central e/ou relaxante muscular periférico, pois farmacos que
possuem esse efeito causam a reducdo da movimentacdo espontanea no CA. (Herrera-Ruiz et
al., 2007) Nos testes realizados nos tempos de 60, 100, 130 minutos, ndo houve diferenca no
namero de cruzamentos dos grupos tratados com OEFS em relacdo ao grupo controle, que
também demonstrou reducdo na movimentacdo espontdnea. Esses resultados podem ser
atribuidos ao aprendizado e habituac&o do animal ao CA (figura 10). (Haleem et al., 2015)

Com base nesta analise, concluimos que o prazo de 30 minutos apds a administracdo do
OEFS é suficiente para o inicio da avaliacdo comportamental. Também determinamos as doses
utilizadas para a triagem farmacoldgica (25, 50 e 100mg/kg.), observando-se que o OESF200
apresentou acentuado efeito depressor, o que impossibilitaria a avaliagdo em modelos de
depresséo e ansiedade.

Para avaliar possivel efeito depressor ou estimulante do OEFS no sistema nervoso

central, foi realizada uma triagem farmacoldgica composta pelos testes do CA, da barra
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giratoria (TBG) e do sono induzido por etomidato, adaptado de Rocha, 2011. (Rocha et al.,
2011).

No teste do campo aberto, a dose de 100 mg/kg apresentou reducéo significativa de 74%
no ndmero de cruzamentos, assim como reducdo de 95% no numero de levantamentos, e
aumentou em 2071% o tempo de imobilidade (figura 11). Considerando a tendéncia natural do
animal em explorar quando inserido em um ambiente novo, no teste do campo aberto é possivel
avaliar a movimentacdo espontanea assim como o comportamento exploratorio, através do
numero de quadrantes percorridos, numero de episodios de exploracao vertical (“rearing”) e
tempo de imobilidade. Este teste € um modelo bastante difundido para a triagem de novos
farmacos, onde depressores centrais ou miorelaxantes reduzem a movimentacdo, enquanto
farmacos estimulantes a aumentam. (Kafkafi e EImer, 2005) A reducdo da movimentacdo dos
animais do grupo tratado com OEFS100 indica possivel acdo depressora do OEFS no SNC e/ou
relaxante muscular.

No teste da barra giratoria nenhum dos grupos tratados com OEFS apresentou diferenca
significativa no nimero de quedas e no tempo de permanéncia na barra (figura 12). O teste da
barra giratéria avalia a coordenacdo motora dos animais que pode ser alterada por farmacos
depressores centrais e/ou relaxantes musculares. (Yildirim et al., 2012) Estes dados comparados
com resultados obtidos no CA, sugerem acao sedativa mas ndo miorelaxante do OEFS100.

Apbs o teste da barra giratoria, os animais foram tratados com etomidato para a
realizacdo do teste do sono induzido. O etomidato € uma substancia nao-barbitarica com efeito
hipnotico-sedativo de curta duracdo. (Janssen et al., 1975) Ele possui seletividade aos
receptores GABAA que contenham as subunidade (32 e B3 (Hill-Venning et al., 1997), sendo a
ligacdo ao B2 responsavel pelos seus efeito sedativos e Sz pelos efeitos anestésicos (Jurd et al.,
2003; Reynolds et al., 2003). No teste do sono induzido por etomidato é possivel avaliar se a
substancia testada possui efeito hipno-sedativo, pois quando duas substancias com acgdo
depressora se somam, ha um aumento no tempo de sono. O grupo OEFS100 apresentou
aumento de 95% no tempo de recuperagdo do sono em comparagdo ao grupo controle (figura
13, A). Estes dados sugerem acdo depressora da dose de 100mg/kg do OEFS, corroborando 0s
resultados obtidos no teste do campo aberto.

Analisando os efeitos do OEFS nos testes do campo aberto e do sono induzido por
etomidato realizados na triagem farmacolégica, foi possivel observar que OEFS100 apresentou
efeito qualitativamente similar ao diazepam na dose hipno-sedativa (5mg/kg). Porém, no teste

da barra giratdria, 0 OEFS ndo obteve efeito sobre a coordenagdo motora, assim como também
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ndo causou relaxamento muscular, o que acontece com o diazepam utilizado no controle
positivo. Com base nesses dados, € possivel concluir que a dose OEFS100mg/kg possui efeito
depressor no SNC, com acdo sedativa, porém ndo possui efeito sobre a coordenacdo motora

nem acao miorelaxante.

Observando-se o efeito sedativo do OEFS na dose de 100mg/kg, esta foi descartada para

0s testes posteriores, sendo entéo testadas apenas as doses de 25 e 50mg/kg.

Para avaliar o possivel efeito ansiolitico do 6leo essencial, foram utilizados os testes do
labirinto em cruz elevado (Lister, 1987) e esconder esferas. (Broekkamp et al., 1986; Njung'e
e Handley, 1991) Para avalia¢do do possivel efeito antidepressivo, foi utilizado o teste do nado
forcado.(Porsolt et al., 1977)

O teste do labirinto em cruz elevado é amplamente utilizado como um modelo animal
de ansiedade para testar farmacos com possivel atividade ansiolitica. Este teste é baseado na
aversao do animal a areas abertas, onde a porcentagem do nimero de entradas e do tempo de
permanéncia nos bragos abertos em relagdo aos bragos fechados sdo indicadores de efeito
ansiolitico ou ansiogénico de substancias testadas. Benzodiazepinicos por exemplo, um grupo
de farmacos com propriedade ansiolitica, aumentam significativamente estes parametros.
(Lister, 1987)

Os resultados obtidos no LCE demonstraram que o OEFS nas doses de 25 e 50mg/kg
ndo foram capazes de causar efeito ansiolitico, ndo alterando significativamente a porcentagem
de entradas ou tempo de permanéncia nos bracos abertos em relacéo aos bracos fechados (figura
14). Estudos ja demonstraram que o LCE apresenta diferentes sensibilidades a diferentes classes
de farmacos ansioliticos e a diferentes tipos de medo. (File et al., 1993; Hogg, 1996), entdo se
torna necessaria a realizacdo de outro teste de ansiedade para se descartar um possivel efeito
ansiolitico do OEFS. Para isso, foi realizado o teste de esconder esferas (TEE).

O teste de esconder esferas € um importante modelo animal para ansiedade, ele tem
como principal parametro a quantificacdo de esferas escondidas pelo animal, visto que
camundongos apresentam ‘“comportamento de enterrar” mediante a estimulos aversivos. Este
teste € sensivel a farmacos com propriedades ansioliticas, onde é possivel observar a reducéo
no numero de esferas escondidas. (Broekkamp et al., 1986) Neste trabalho, nenhum dos grupos
tratados com OEFS apresentou diferenca significativa no nimero de esferas escondidas em

relagdo ao grupo controle (figura 15), isso corrobora os resultados obtidos no LCE,

30



demonstrando que o OEFS nas doses de 25, 50 mg/kg ndo apresenta efeito do tipo ansiolitico

em camundongos.

Para se avaliar a possivel atividade do tipo antidepressiva, foi realizado o teste do nado
forcado. No teste, 0 animal € colocado em um cilindro com agua e submetido a natacéo forcada
durante o periodo de 6 minutos. No inicio do teste, 0 animal demonstra grande movimentagao
na tentativa de escapar (“behavioral despair"), e ap6s esse periodo, percebendo a
impossibilidade de fuga, apresenta desisténcia assumindo uma postura de apenas flutuacéo.
(Porsolt et al., 1977) Esse teste é sensivel a diversas classes de farmacos antidepressivos, que
reduzem significativamente o tempo de imobilidade. (Porsolt et al., 1977)

Os resultados obtidos no teste do nado forgado demonstraram que os tratamentos com
OEFS nas doses de 25 e 50 mg/Kg ndo sdo capazes de induzir efeito antidepressivo (figura 16).
Apesar deste resultado, a acdo antidepressiva do 6leo ndo pode ser totalmente descartada, visto
que alguns farmacos apresentam esta acdo apenas apds tratamento cronico.(Jiao et al., 2011)
Além disso, é importante considerar que comparado ao TSC, outro modelo animal de depresséo,
o NF apresenta diferencas na variabilidade da resposta a certas classes de farmacos
antidepressivos, indicando substratos e vias bioquimicas diferentes. (Porsolt et al., 1979; Cryan
et al., 2005; Machado et al., 2008) Neste contexto, mais estudos sdo necessarios para se
descartar um possivel efeito antidepressivo do OEFS no tratamento crénico em conjunto com
diferentes modelos de depresséo.

O receptor GABAA quando ativado pelo GABA, se abre permitindo a passagem de ions
cloreto, 0 que causa a hiperpolarizacdo da membrana celular. Ele apresenta diferentes sitios
alostéricos que modulam seu funcionamento. O sitio benzodiazepinico, quando ativado, altera
conformacdo do canal, fazendo com que o GABA apresente maior afinidade pelo seu sitio
ortostatico, aumentando a frequéncia de abertura do receptor. (Horenstein et al., 2001)

Entdo, devido ao OEFS100 ter demonstrado efeito depressor no SNC na triagem
farmacoldgica, foi avaliada a possivel interacdo do OEFS com o sitio benzodiazepinico do
receptor GABAA. Para isso, foi realizado pré-tratamento com o farmaco flumazenil, um
antagonista competitivo do sitio benzodiazepinico, e ap0s os tratamentos com salina ou
OEFS100, os animais foram submetidos ao teste do campo aberto, onde foi analisada a
movimentacdo espontdnea. Conforme observado anteriormente, o OESF100 reduziu
significativamente o nimero de quadrantes percorridos assim como a exploracdo vertical
(“rearing ”). Também provocou 0 aumento do tempo de imobilidade, confirmando seu efeito

depressor identificado na triagem farmacolégica. O pré-tratamento com flumazenil na dose de
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1,0mg/kg ndo foi capaz de reverter o efeito depressor causado pelo OEFS100 sobre a
movimentacdo espontanea do animal nos parametros analisados (figura 17). Contudo, é
importante ressaltar que para se obter reversdo do efeito sedativo causado por
benzodiazepinicos, outros trabalhos utilizaram doses mais elevadas de flumazenil. (Mckernan
etal., 2000; Zapata-Sudo et al., 2010; Ngoupaye et al., 2013) Portanto, apesar dos dados obtidos
no experimento sugerirem que o mecanismo envolvido no efeito depressor causado pelo OEFS
pode ndo estar relacionado ao sitio benzodiazepinico, ndo podemos afirmar com exatiddo, sendo
necessario experimentos adicionais com doses superiores de flumazenil.

Visto que o receptor GABAA possui outros sitios alostéricos, como o sitio dos
barbitdricos, etanol e esteroides, para se verificar a participacdo destes no efeito sedativo do
OEFS, se tornam necessarios mais experimentos com outros antagonistas, assim como um
antagonista do sitio ortostatico do GABA.

O OEFS possui como um de seus constituintes majoritarios, o espatulenol (11,7%).
(Batista et al., 2016) Na literatura existe apenas um trabalho que identifica a atividade do
espatulenol no SNC. Neste, o espatulenol demonstrou efeito sedativo em peixes, sem apresentar
mortalidade mesmo em doses mais altas. (Benovit et al., 2015), Em outro trabalho, o 6leo
essencial de Baccharis uncinella, que possui o espatulenol como um dos componentes
majoritarios, demonstrou efeito sedativo em camundongos, porém néo houve o estudo com essa
molécula isolada. (Sens et al., 2012) Estes dados sugerem que o efeito sedativo causado pelo
OEFS100 pode ser devido a presenca do espatulenol em sua composi¢do. Contudo, mais
estudos sdo necessarios para se confirmar essa hipotese e investigar seus possiveis mecanismos
de acéo.

O OEFS também possui outros componentes que ja demonstraram efeito no sistema
nervoso central, agindo através da modulacdo do receptor GABAA. O mirtenol, que compde
3,9% do OEFS utilizado neste trabalho, exerce efeito do tipo ansiolitico em camundongos,
possivelmente como agonista do sitio benzodiazepinico do receptor GABAA. (Kessler et al.,
2014; Moreira et al., 2014; Van Brederode et al., 2016). Além disso, exerce efeito sedativo na
dose de 150mg/kg, (De Sousa et al., 2007) o que ndo seria compativel com a dose apresentada
pelo bleo essencial aqui estudado. O trans-pinocarveol, encontrado em 6,2% do OEFS utilizado
neste trabalho, é o constituinte majoritario do 6leo essencial de Pimpinella peregrina. O oleo
essencial desta planta exerce efeito ansiolitico e antidepressivo em camundongos tratados com
escopolamina. A escopolamina é utilizada como modelo animal para inducdo de deméncia,

apresentando alteragdes de comportamento nos testes de ansiedade e depressdo. (Kessler et al.,
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2014; Aydin et al., 2016) Outro composto encontrado no OEFS é o a-pineno (3,4%), que possui
efeito ansiolitico e hipnotico, sendo dose-dependente em camundongos. (Satou et al., 2014;
Yang et al., 2016)

Ainda estdo presentes no 6leo em porcentagens relevantes, o B-pineno (6,7% do OEFS)
que possui efeito do tipo antidepressivo demonstrado pela reducéo do tempo de imobilidade no
NF e efeito sedativo, reduzindo a exploracdo espontanea no CA (Guzméan-Gutiérrez et al.,
2012) e o p-cariofileno (4,6% no OEFS), que no trabalho de Galdino (2012) demonstrou efeito
ansiolitico em camundongos, ndo sendo mediado pelo sitio benzodiazepinico nem pelo receptor
5-HT1a. (Galdino et al., 2012) Em um trabalho mais recente, além de efeito ansiolitico, o -
cariofileno obteve efeito antidepressivo em camundongos, sendo 0 mecanismo de agéo
relacionado a acdo agonista sobre o receptor endocanabinoide CB,. (Bahi et al., 2014)

Apesar da presenca de varias substancias com efeito ansiolitico no OEFS testado neste
trabalho, 0 mesmo néo apresentou essa propriedade nos modelos animais utilizados. Este fato
pode ser devido a sobreposicéo do efeito sedativo que pode ter sido causado pelo o espatulenol.
Como ndo ha trabalhos sobre efeitos do espatulenol no sistema nervoso central, se torna
interessante um estudo com essa molécula isolada para se avaliar seus efeitos e seus

mecanismos de acao.
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6 CONCLUSOES

o N&o foram evidenciados indicativos de acdo ansiolitica do 6leo essencial das
folhas de Schinus molle L. ap6s tratamento agudo por via intraperitonial.

o N&o foram evidenciados indicativos de a¢éo antidepressiva do 6leo essencial das
folhas de Schinus molle L. ap6s tratamento agudo por via intraperitonial, ndo descartando
possiveis efeitos crénicos.

o O tratamento agudo por via intraperitonial com o dleo essencial das folhas de
Schinus molle L. a partir da dose de 100mg/kg apresentou efeito sedativo.

o O efeito sedativo do 6leo essencial das folhas de Schinus molle L. na dose de

100mg/kg parece ndo ser mediado pelo sitio benzodiazepinico do receptor GABAA,.
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ANEXO 2

Tabela 4. Efeito do OEFS sobre atividade locomotora no teste do campo aberto

Tratamento Numero de cruzamentos / tempo (minutos)
30 min 60 100 130
CT 1298+171 570+91 638+194 29,0+20,8
OEFS100 66,0 £ 20,64 52%65;; 758+234 515%15,6
OEFS200 323+1/76* 356+134 281+199 40,3+199
n 6 6 6 6

Os valores estdo representados como média + EPM, sendo * p<0,05 significativo comparado ao grupo controle.

Tabela 5: Efeitos do OEFS em parametros do teste do campo aberto

Parametros Tratamento

avaliados
cT OEFS25  OEFS50 OEFS100 DZP
N° de
732+31 671+72 653+74  191+62%%** 225+ 10,8%**
cruzamentos
_ Tempo de 76+26 320+105 361+104 1658+ 21 8%**% 2405 + 19,2%**x
imobilidade (s)
N° de
Nde 223+36 171+35 133+29 11+ 0,6%*** 1,0 + 1,0%%%*
rearing
n 9 8 8 10 6

Os valores estdo representados como média + EPM, sendo *** p<0,001 e **** p<0,0001 significativo quando
comparado ao grupo controle.

Tabela 6: Efeitos do OEFS em parametros do teste da barra giratoria

Parametros Tratamento
avaliados
CT OEFS25 OEFS50 OEFS100 DzP
N° de quedas 0,4+0,1 0,7+04 0,1+0,1 14+04 3,0+0,0*
Tempo de
permanéncia 60,0+0,0 59,6 +0,0 60,0+0,3 52,6 +3,0 36,6 = 6,0****
na barra
n 9 8 8 10 6

Os valores estéo representados como média + EPM, sendo *p<0,05 e *** p<0,001 significativo quando comparado
ao grupo controle.
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Tabela 7. Efeito do OEFS em parametros do teste de sono induzido por etomidato

Parametros

- Tratamento
Avaliados
CT OEFS25 OEFS50 OEFS100 DZP
Tempotol g1400 1173%212 1204266 1684+150% 2562+ 22,3
Te":j%‘)sigfggéo 137433  9.8+26 85+12 67407 45+ 0,9
n 9 8 8 10 6

Os valores estdo representados como média + EPM, sendo * p<0,05 e **** p<0,0001 significativo comparado ao
controle

Tabela 8. Efeito do OEFS em parametros do labirinto em cruz elevado

Parametros
avaliados

Tratamentos

CT OEFS25 OEFS50 DZP

% tempo nos

12,6 + 3,6 13,7+3,6 128+22  28,35+5,6*
bragos abertos

% entradas nos

158+29 15,0+4,0 20,7+3,1 26,3+4,2
bracos abertos

N° avaliacdo de

. 20,4+2,0 22,0+29 16,4+ 2,3 155+15
risco

N° de entradas nos
bragos fechados
n 10 11 11 12
Os valores estdo representados como média + EPM, sendo * p<0,05, significativo comparado ao controle.

13,0+1,8 139+14 115+11 145+16

Tabela 9. Avaliacdo do efeito do flumazenil sobre atividade sedativa do OEFS no teste do campo aberto

Parametros
. Tratamento
avaliados
Veiculo FMZ+Veiculo Veiculo+OEFS100 FMZ+0OEFS100
0
N 100,0 + 6,7 87,8+11,1 454 + 8 1*** 40,2 + 7,3***
cruzamentos
Ne° de
v . 100,0+ 6,9 111,7+8,3 21,8 + 6,5**** 21,8 £ 6,4****
rearing
Tempo de

L 100,00+ 0,0 1392,0 +683,3 7200 * 1565** 7673,0 + 1582***
imobilidade (s)

n 10 11 9 11

Os valores estdo representados como média + EPM, como porcentagem relativa a média do grupo controle, sendo
** p<0,01, *** p<0,001 e **** p<0,0001, significativo comparado ao controle.

52



