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RESUMO

Silva, M.R. Perfil ansiolitico do 6leo essencial de Lavandula angustifolia
Miller pela via inalatéria em modelos animais.

A Lavandula angustifolia Miller (lavanda) é uma espécie vegetal que tem atraido a
atencao de pesquisadores devido a variedade de atividades biolégicas que apresenta;
entre estas, a propriedade ansiolitica tem sido objeto de estudos aprofundados uma vez
que a ansiedade € um relevante problema de saude publica em todo o mundo. O
presente trabalho investigou os possiveis efeitos comportamentais decorrentes do
tratamento inalatorio com o O6leo essencial de lavanda em modelos animais de
ansiedade. Estudo piloto preliminar permitiu caracterizar o perfil depressor do 6leo e
estabelecer as concentragdes (0,5%; 1,0% e 2,5%) para os testes subsequentes. Nos
modelos de ansiedade do labirinto em cruz elevado, placa perfurada, campo aberto,
esconder esferas e interagc&o social, a atividade ansiolitica do 6leo pela via inalatéria foi
comprovada. Os dados inferem que a inalagdo do o6leo de lavanda foi capaz de
aumentar o tempo e a visitagdo dos animais nos bragos abertos do labirinto em cruz
elevado (115,6 £ 18,7 vs 14,2 + 6.6 (1,0%); 76,4 £ 17,0 vs 34,6 + 5,6 (2,5%) € 6,2 £ 0,9
vs 2,4 + 0,9 (1,0%) respectivamente) além de reduzir a visitagdo e o tempo gasto nos
bragos fechados (178,8 + 12,2 vs 234,3 + 14,2 (1,0%)); aumentou a atividade
exploratéria (33,9 £ 5,0 vs 21,2 £ 1,8 (1,0%)) e o numero de mergulhos no teste da
placa perfurada (37,7 £ 2,4 vs 26,7 £+ 3,8 (2,5%); no campo aberto, a ambulagéo
centripeta (185,6 + 3,5 vs 120,1 £ 10,9 (0,5%)), e a elevacédo (19,6 + 3,6 vs 10,2 £ 2,2
(1,0%) foram aumentados e a defecacédo (1,2 + 0,1 vs 2,5 + 0,5 (1,0%)), o tempo de
imobilidade (4,2 + 1,8 vs 31,2 + 10,4 (2,5%) e de auto-limpeza (4,6 £ 1,5 vs 22,0 + 4,3
0,5%)) foram reduzidos; a quantidade de esferas encobertas com serragem foi reduzida
(3,0 £0,7 vs 12,0 £ 0,7 (1,0%))e houve aumento de atividades de interacao social como
o aumento da limpeza mutua (22,8 £+ 2,6 vs 3,8 + 0,6 (2,5%)). A investigacdo do
comprometimento do sistema motor na resposta ansiolitica afastou a possibilidade de
um efeito falso positivo, uma vez que os animais tratados com o 6leo n&o apresentaram
prejuizo na coordenagdo motora, enquanto os animais tratados com a droga padréao
(diazepam — 1 mg/kg) demonstraram uma incapacidade motora que diminuiu com o
tempo. Na tentativa de avaliar o mecanismo de agdo para o 6leo de lavanda,
camundongos foram pré-tratados com flumazenil (10mg/kg), um antagonista do sistema
gabaérgico, sendo observado bloqueio do efeito do dleo e do diazepam. Com base nos
dados experimentais € possivel concluir que o tratamento inalatério com o d6leo de
lavanda em modelos animais tem uma indicacao correlativa de atividade ansiolitica em
humanos e este efeito ndo esta associado a prejuizo motor, sendo a via mais provavel
de acdo da esséncia a transmissdo gabaérgica, embora outros estudos devam
aprofundar tal conhecimento.

Palavras-chave: Lavandula angustifolia Miller. Oleo essencial. Atividade ansiolitica.
Inalag&o. Lavanda.



ABSTRACT

Silva, M.R. Anxiolytic profile of Lavandula angustifolia Miller essential oil
thorough inhalatory via in animal models

The Lavandula angustifolia Miller (lavender) is a plant specie that draws researches
attention around the world because of its large varied biological activities; among these
activities, the anxiolytic property is the goal of many deep studies because the anxiety is
a raised health problem throughout the countries. This study investigated the possible
behavioral states resulted from inhaled treatment with the lavender essential oil in
animals models of anxiety. Preliminary study let us to characterize its depressor profile
and to establishes the concentrations (0,5%; 1,0% e 2,5%) to subsequent tests. In to the
elevated plus maze, hole board, open field, defensive burying and interaction social
animal, the anxiolytic action from the oil was comproved. The data infer that the lavender
inhalation was able to increase the spent time and the number of visitations of the
animal into the open arms of the elevated plus maze (115,6 + 18,7 vs 14,2 £ 6.6 (1,0%);
76,4 + 17,0 vs 34,6 £ 5,6 (2,5%) e 6,2 £ 0,9 vs 2,4 + 0,9 (1,0%) respectively), besides
the treatment animals reduces the visitations and spent time into the closed arms (178,8
+ 12,2 vs 234,3 £ 14,2 (1,0%)); the oil provokes increase of the exploratory activity
(33,9 £ 5,0 vs 21,2 £ 1,8 (1,0%)) and the head deap behavior into the hole board test
(37,7 £ 2,4 vs 26,7 £ 3,8 (2,5%)); in the open field, the centripetal ambulation (185,6 +
3,5 vs 120,1 = 10,9 (0,5%)), and the number of rearings (19,6 + 3,6 vs 10,2 + 2,2
(1,0%)) were increased; while the defecation (1,2 + 0,1 vs 2,5 £ 0,5 (1,0%)), the freezing
(4,2+1,8vs 31,2+ 10,4 (2,5%) and the grooming (4,6 £ 1,5 vs 22,0 + 4,3 0,5%)) were
decreased; the quantity of marble buried with sawdust was reduced (3,0 £ 0,7 vs 12,0 £
0,7 (1,0%) and there was increase of interaction social activities as the behavior of dust
each other of the pair (22,8 £ 2,6 vs 3,8 £ 0,6 (2,5%). The investigation of some motor
system damage associated with the anxiolytic action removed the possibility of any false
positive effect, because the treated animals didn’t show any motor coordination
prejudice; while the animals treated with the standard drug (diazepan — 1 mg/kg)
showed a lower capacity of keep themselves in the rota - rod in the first hours of the test.
Trying to evaluate the celular mechanism for the lavender essencial oil, mice were
treated with flumazenil (10mg/kg), a gabaergic antagonist, and it was observed the
blockade of the essential oil and diazepan effects. Evaluating the data, it is possible to
conclude that the inhalatory lavander oil treatment in animal models has a indicative
correlation with its anxiolitic human activity, this effect don’t show association with any
motor damage and the possible via throughout it produces this effect is the gabaergic
transmission, however many others studies have to developed this idea to deep this
knowledge.

Key-words: Lavandula angustifolia Miller. Essential Oil. Anxiolytic Activity. Inhalation.
Lavander.
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Introdugdo



I - INTRODUGAO

A ansiedade é tida como uma resposta condicionada ao medo, sendo que neste
ultimo ha uma ameacga definida e na ansiedade o iminente perigo ndo esta bem
qualificado, por sua vez, nos estados ansiosos, as reagbes normais ao medo ocorrem
de uma maneira antecipada. (EFRAIM, 2006; NAZAR et al.,1999; CHEN et al., 2006 b).
O aumento da tensdo muscular, os comportamentos defensivos, as emogdes negativas
e disfungdo do sistema nervoso autbnomo (SNA) que compreendem aumento da
frequéncia cardiaca, forca de contracdo e batimentos cardiacos, alteracbes
respiratérias, hipersecregcdo gastrica e urgéncias de micgéo e defecacédo sao referidos
como ocorréncias psicologicas desagradaveis associadas ao medo e a ansiedade
(GRAEFF, GUIMARAES, 2000; RANG et al., 2004; RAMIREZ et al.,2006).

A ansiedade € um sintoma, presente em varios quadros psicopatoldgicos, como
depresséo, esquizofrenia, etc., ou como um quadro patolégico, com caracteristicas
relativamente bem definidas. De acordo com o Manual de Diagnéstico e Estatistica das
Doengas Mentais (DSM-1V), os principais transtornos classificados como de ansiedade
seriam: panico, com ou sem agorafobia, agorafobia sem histéria de panico, fobia
especifica, fobia social, transtorno obsessivo compulsivo e os transtornos de estresse
(ALMEIDA, 2006).

Os principais grupos de farmacos utilizados como padrbes para o tratamento da
patologia compreendem: benzodiazepinicos; azaspironas; antagonistas do receptor
beta-adrenérgico, barbituratos e alguns antidepressivos (RANG et al., 2004). Embora
sejam estes os medicamentos de escolha no tratamento do disturbio, alguns efeitos
indesejaveis sdo registrados com seu uso, como € o caso da tolerancia, dependéncia,
sedagao, entre outros. (NOGUEIRA et al.,1998).

Rabbani et al (2004) concordam que as desordens da ansiedade sdo as mais
comuns doencas mentais no mundo e a doenga produz um alto custo econémico e,
portanto tem se tornado uma importante area de interesse de pesquisas em

psicofarmacologia; desta forma, a justificada procura por novos produtos e alternativas



terapéuticas no tratamento do disturbio que proporcionem um melhor efeito custo-
beneficio continua sendo primordial.

O Brasil € um pais que possui uma flora bastante diversificada e uma situacao
geografica privilegiada, o que justifica a pesquisa de substancias naturais derivadas de
plantas no tratamento de inumeros disturbios como a ansiedade (NOGUEIRA et al.,
1998). Os dleos essenciais sao substancias derivadas do metabolismo secundario de
varias espécies de plantas e possuem vaérias atividades farmacologicas sobre o
organismo humano; pertencem geralmente a duas séries: série dos terpenos oriundos
da rota mevaldnica, possuindo em sua estrutura quimica 10 ou 15 atomos de carbono,
sendo chamados de monoterpenos ou sesquiterpenos (Figura 1) respectivamente e a
série dos compostos arénicos que, biologicamente, derivam do &cido chiquimico
(SIMOES et al., 2003).

CH.OH

Monoterpeno

Ao ] _CHOH

Sesquilarpeno

Figura 1- Estrutura quimica dos monoterpenos

e sesquiterpenos.

De acordo com Leal-Cardoso; Fonteles, (1999); e Cooke (2000); as “plantas
aromaticas” tém despertado interesse de pesquisadores pelas suas multiplas agoes
fisioldgicas, as quais estdo associadas aos 6leos essenciais que representam 1-2 % da
composicao desses vegetais. Moreira et al., (2001); Chindo et al., (2003); Gargano
(2007); Umezu (1999), acrescentam que aos 6leos essenciais tém sido atribuidas as

mais variadas propriedades biolégicas como antimicrobiana, antiparasitaria,



antioxidante e psicotropica, carminativa; antiespasmadica; estimulante das secregdes
do aparelho digestério; cardiovascular; irritante topica; secretolitica; efeitos sobre o
sistema nervoso central; anestésica local; antiinflamatdria; anti-séptica e ansiolitica.

Chen et al., (2005) estudaram os efeitos ansioliticos do 6leo essencial de
Angelica archangelica L. (angélica) utilizando testes como o labirinto em cruz elevado,
interac&o social e placa perfurada encontrando resultados significativos. Umezu (2000)
constatou um possivel efeito ansiolitico da esséncia de rosa e do 6leo de lavanda em
estudos utilizando dois conhecidos testes de conflito.

Com o ¢6leo essencial de Croton zehntneri foi verificado um efeito depressor do
SNC em roedores, como a redugao da ambulagao, que segundo os autores, justifica o
uso popular dessa planta no tratamento de disturbios como a ansiedade. (BATATINHA
et al., 1995). Da mesma forma, Ramirez et al. (2006) encontraram efeitos ansioliticos no
oleo de Annona diversifolia em modelos animais. O oleo essencial de Ylang-Ylang foi
estudado em fase clinica, caracterizando seu perfil ansiolitico (BUCHCAUER,
HONGRATANAWORAKIT, 2004). Pultrini et al. (2006), também tiveram interesse em
investigar o efeito ansiolitico do 6leo essencial de Citrus aurantium, encontrando
resultados favoraveis. Estes sdo apenas alguns exemplos de pesquisas sobre o perfil
ansiolitico de varios 6leos essenciais pela via intraperitonial ou por gavagem, porém
existem poucos estudos acerca desta atividade pela via inalatoria.

Ceccarelli et al., (2004) descrevem que os odores afetam a memdria, a
performance de atividades motoras, aliviam a ansiedade, melhoram o humor e
acentuam as emocgdes, sendo a aromaterapia o nome dado a alternativa terapéutica
que tem os odores e o sistema olfatério como principal atores da acio curativa.
Marguerite Maury (2001, apud Lavabre, 2001) escreve: “Merece especial atengdo o
efeito das fragrancias no estado psiquico e mental do individuo. O poder da percepgao
torna-se mais claro e penetrante e ha um sentimento de ter, até certo ponto, superado
0s proprios eventos. (...) Pode-se até dizer que o problema emocional que costuma
obscurecer nossa percepcédo € praticamente eliminado.” Buchbauer, Jirovetz e Lager
(1991), ja referiram o tratamento popular de desordens psicossomaticas ou
indisposicbes do homem baseado somente pela inalagdo de moléculas de fragrancias

biologicamente ativas conhecido como aromaterapia ou osmoterapia.



Haze et al, (2002) mostram que a estimulacdo olfatoria pela inalagdo de
fragrancias exerce varios efeitos fisioldgicos em humanos. Estudos em nivel clinico com
uso da inalagéo do oleo de lavanda e outros 6leos como laranja e rosa ja estdo sendo
desenvolvidos com resultados ansioliticos favoraveis (HARDY et al., 1995; DIEGO et
al., 1998; ITAl et al., 2000; LEHRNER et al., 2005; WADJA et al., 2006), possibilitando a
ampliacdo do uso da aromaterapia em estudos cientificos a fim de comprovar sua
eficacia e afastar sua misticidade. Os efeitos atribuidos ao uso de éleos essenciais pela
via inalatéria sdo decorrentes de mecanismos de acdo que dependem dos
componentes de cada fragrancia, sendo, portanto, diferentes para cada uma delas,
além de que diferentes mecanismos de acdo para uma mesma substancia também
podem ocorrer. (KOMIYA et al ., 2006).

Hajhashemi et al. (2003) referem que a Lavandula angustifolia Miller pertence a
familia Lamiaceae e é conhecida como uma erva aromatica com investigagdes
cientificas amplas sobre suas propriedades sobre o organismo humano. Evandri et al.
(2005) afirmam que o o6leo essencial de lavanda é predominantemente usado em
aromaterapia como um agente relaxante, sedativo e carminativo, além de antioxidante.

De acordo com essas evidéncias e considerando que existem poucos estudos
acerca das propriedades de agentes aromaticos, como o Oleo essencial de Lavandula
angustifolia Miller, que minimizem os sintomas relacionados a ansiedade em modelos
animais pela via inalatoria; além do conhecimento sobre como os sintomas da
ansiedade patologica prejudicam as atividades produtivas normais, despertam o
interesse desta pesquisa na perspectiva de encontrar substancias similares aos
benzodiazepinicos com potencial ansiolitico e refinada seletividade, porém sem ou com
menores reacgdes indesejaveis e com baixo custo de produgdo, sendo mais

economicamente acessiveis a populacao.
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Il - FUNDAMENTAGAO TEORICA

2.1 Consideragoes gerais sobre os disturbios da ansiedade

A ansiedade é uma sensacao ou sentimento decorrente da excessiva excitagéo
do Sistema Nervoso Central (SNC) consequente a interpretacdo de uma situagcéo de
perigo. Neste estado de desequilibrio emocional, o simples contato com o novo, com
situacdes inesperadas e desconhecidas, sdo o suficiente para desencedea-lo. E
psicologicamente manifesta como uma confusdo mental, ineficiéncia de agdo, aumento
da sensagao de perigo e de incapacidade de se livrar deste o que configura um circulo
vicioso, pois esta sensagao s6 faz aumentar ainda mais o estado ansioso, que vem
geralmente acompanhado de sintomas autonémicos como taquicardia, sudorese,
tremores, tensdo muscular aumento dos residuos (urinario e fecal), aumento da
motilidade intestinal, cefaléias, etc. (GRAEFF E BRANDAO, 1997).

Almeida et al. (2004) relataram que a ansiedade pode ser entendida
patologicamente como o medo, sendo manifestada por disturbios do humor,
pensamento, comportamento e da atividade fisioldgica; € distinguida dele pelo fato de o
medo ter um fator desencadeante real e palpavel enquanto na ansiedade o fator de
estimulo tem caracteristicas mais subjetivas como a perda de status, de conforto, de
poder econémico, de afetos, amizades, de privilégios, vantagens, de possibilidade de
concretizar interesses, de vaidade.

Ballone (2005) define a era moderna como a “ldade da Ansiedade”, associando a
este acontecimento psiquico a agitada dinamica existencial atual: sociedade industrial,
competitividade, consumismo desenfreado; referindo que a simples participagdo do
individuo na sociedade contemporanea ja preenche, por si s, um requisito suficiente
para o surgimento da ansiedade. Portanto, viver ansiosamente € considerada uma
condigdao do homem moderno ou um destino comum ao qual todos estamos, de alguma

maneira, atrelados.



Com certeza, até por uma questao bioldgica, se pode dizer que a ansiedade
sempre esteve presente na jornada humana desde a caverna até a nave espacial. A
novidade € que sO agora se da atencdo a quantidade, tipos e efeitos dessa ansiedade
sobre o organismo e o psiquismo humano, de acordo com as concepgdes da pratica
clinica, da medicina psicossomatica e da psiquiatria (LAVABRE, 2001).

Embora a ansiedade favore¢ca o desempenho e a adaptagao, ela o faz somente
até certo ponto, até que o organismo atinja um maximo de eficiéncia. A partir de um
ponto excedente, ao invés de contribuir para a adaptacdo, concorrera exatamente o
contrario, ou seja, para a faléncia da capacidade adaptativa (BALLONE, 2005). Rang et
al., (2004) concordam que a distingdo entre um estado ansioso “patolégico” e um
‘normal” ndo tem contornos nitidos, mas representa o ponto no qual os sintomas
interferem com as atividades produtivas normais.

Ballone (2005) afirma que a caracteristica essencial do Transtorno de Ansiedade
Generalizada (TGA), segundo o DSM-IV, é uma expectativa apreensiva ou
preocupacao excessiva, ocorrendo na maioria dos dias e com duracao de, pelo menos,
6 meses. O individuo portador de TGA considera dificil controlar essa preocupacgao
excessiva, a qual é acompanhada de pelo menos trés dos seguintes sintomas
adicionais: inquietagdo, fatigabilidade, dificuldade em concentrar-se, irritabilidade,
tensdo muscular e perturbagcdo do sono. Embora nem sempre sejam capazes de
identificar suas preocupagdes como "excessivas", relatam sofrimento subjetivo por
causa delas, tém dificuldade em controla-las ou experimentam prejuizo social ou
ocupacional por causa disso.

Efraim (2006) refere que a TAG assim como todos os demais transtornos
mentais tem uma etiologia multifatorial, isto €, uma somatéria de fatores predisponentes
e ambientais. A predisposicao € formada por fatores biolégicos (genéticos, intra-uterino,
etc.) e experiéncias psicossociais, principalmente, na primeira infancia. A inter-relagao
entre os fatores biolégicos (com 0s quais a pessoa nasce) e experiéncias durante a
infancia e adolescéncia vao determinar a predisposi¢ado, o grau de vulnerabilidade. De
acordo com o grau dessa vulnerabilidade, o individuo vai precisar de fatores ambientais

maiores, menores ou nenhum para apresentar o TAG.



Os benzodiazepinicos formam a classe mais importante no tratamento
farmacologico da ansiedade, alguns exemplos de farmacos inseridos neste grupo sao:
flurazepam, clonazepam e o mais empregado: diazepam (Figura 2); seu mecanismo de
acao € atuar de modo seletivo sobre os receptores A do acido gama-aminobutirico
(GABA,), que medeiam a transmiss&o sinaptica inibitoria rapida, através do SNC. Os
benzodiazepinicos potencializam a resposta ao GABA (Figura 3), por facilitarem a
abertura dos canais de cloreto ativados pelo GABA, eles se ligam de modo especifico
em um sitio regulador do receptor, a subunidade a, distinto do sitio ligante de GABA, e
agem de modo alostérico, aumentando a afinidade do GABA para o receptor (Figura 4).
Desta forma, esta classe produz os seguintes efeitos: reducédo da ansiedade e da
agressao; sedacgao e indugao ao sono; redug¢ao do tdnus muscular e da coordenacao;
efeito anticonvulsivante, amnésia anterdégrada, além de produzir tolerancia e
dependéncia (RANG et al., 2004).
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2.2 Espécie vegetal Lavandula angustifolia Miller

Yamada et al., (2005) destacam a existéncia de cinco principais espécies de
Lavanda: Lavandula angustifolia, Lavandula spica, Lavandula reydovan, Lavandula
burnetii super e Lavandula stoechas. A espécie vegetal de escolha deste estudo foi a
Lavandula angustifolia Miller (Figura 5) da familia Lamiacea, chamada também de
Lavandula vera, e conhecida como lavanda, alfazema ou espicanardo; usada
popularmente como um vegetal com forte poder aromatico e medicinal. E uma planta
usada tanto na medicina popular como na medicina tradicional em diferentes partes do
mundo para o tratamento de desordens gastrointestinais, nervosas e reumaticas,

conforme afirma Peana et al. (2003).



Figura 5 - Lavandula angustifolia Miller

Plantas do género Lavandula sao arbustos aromaticos que crescem até 3 pés de
altura, sdo nativas a regiao Mediterranea; embora mais usada na perfumaria, a lavanda
tem um papel definido como erva medicinal, as flores sdo coletadas e o 6leo essencial
€ destilado através de extragéo por solventes (AKHONDZADEH et al.,2003).

Ferrao (2007) registra que as sementes de lavanda podem ser plantadas durante
todo o ano, desde que o solo seja arenoso, drenado e o clima temperado a subtropical
semi-arido, nao tolerando chuvas, pois até nebulosidades excessivas ou temperaturas
muito baixas reduzem o teor de 6leo essencial e consequentemente o aroma; requer
solos férteis sem lencgol freatico muito superficial, com pH entre 5 e 6,5 (reagédo neutra).
Zollinger et al., (2006) observaram em sua pesquisa experimental que quando exposta
a seca a planta tém pouca habilidade para regular a perda de agua, contudo enfrenta
bem os climas secos, sendo considerada uma planta que tolera bem a seca. Em
condicOes favoraveis pode atingir eventualmente 60 cm de altura.

O inicio da colheita pode ocorrer aos 5 ou 6 meses apoés o plantio no campo, com
altura minima de 30 a 40 cm. A composi¢ao quimica de um d6leo volatil, extraido do
mesmo Orgdo de uma mesma especie vegetal, pode variar significativamente, de

acordo com a época de coleta, condigdes climaticas e de solo e até o tipo de cultivo.



O corte deve ser feito no maximo a 10 ou 15 cm do nivel do solo. Sua rega é
escassa e a adubagao nao deve ser abundante. Anualmente efetua-se uma adubagao
na forma amoniacal no inicio da Primavera e deve-se poda-la a partir da floragdo. A
planta é encontrada nas regides do sul da Europa, norte da Africa e parte da Asia
Menor. Atualmente dispersa por toda a Europa, América do Norte e nas regides de
altitude da América Central e do Sul e também a Oceania (SIMOES et al., 2003).

Estudos acerca das atividades biologicas atribuidas ao 6leo essencial de
Lavandula angustifolia Miller, especificamente quanto ao seu principal componente
ativo: o linalol, tém sido descritas: Adsersen et al., (2006) demonstraram que o 6leo de
lavanda conseguiu ser alvo importante no tratamento da doenga de Alzheimer por suas
propriedades anticolinesterase, neuroprotetora e antioxidante.

Na revisdo que embasou a pesquisa realizada por Shaw et al., (2007) ha estudos
que demonstram que o 6leo essencial de lavanda aumenta a fase de relaxamento no
eletro encefalograma de humanos associado a redugao da ansiedade e aumento do
sono; em estudos animais os autores encontraram propriedades sedativas,
anestésicas, hipotensivas e de liberagcado de alguns neurotransmissores envolvidos com

a ansiedade.

2.3 Atividades farmacoldgicas de 6leos essenciais

Os aromas tém sido parte da vida do homem ha varios séculos, desde a época
dos egipcios, gregos e romanos e varios outros povos primitivos ha relatos do uso das
esséncias de plantas aromaticas na medicina, culinaria e em cerimbnias religiosas
(CARDOSO et al., 2006; CARLINI et al., 1986).

Conforme Simbes et al. (2003) a International Standard Organization (ISO) define
Oleos volateis, também chamados de dleos essenciais, esséncias ou Oleos etéreos,
como os produtos obtidos de partes de plantas através de destilagdo por arraste com
vapor d’ agua, bem como os produtos obtidos por expressao dos pericarpos de frutos

citricos; considera-se que estes 6leos sdo misturas complexas de substancias volateis,



lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas, sendo soluveis em solventes organicos
apolares, apresentam sabor acre, sdo incolores ou amarelados, pouco estaveis e
geralmente possuem uma alta toxicidade.

De acordo com Peana et al. (2003), os 6leos essenciais tém larga aplicagdo na
area de medicamentos e cosméticos, além de contribuirem com o sabor de alimentos.
Almeida (2004) refere que tais 6leos essenciais sdo usados na medicina na forma de
terapia odorifera para o tratamento de diversas doencgas, incluindo epilepsia e
ansiedade. Siani et al.(2006) expdem que esta variedade de atividades esta relacionada
a diversidade quimico-estrutural dos constituintes dos 6leos essenciais.

Moreira et al. (2001) relataram as propriedades bioldgicas atribuidas a esta
classe de compostos: agdes carminativa, antiespasmddica, antioxidante, psicotrépica,
antiparasitaria, antimicrobiana, anti-séptica, antinociceptiva, aumento da eficacia do
sistema imune e enddcrino, lipdlise, entre outras.

Komiya et al. (2006) especificaram alguns efeitos de 6leos essenciais no SNC
como atividades antidepressivas, ansioliticas, hipnéticas, sedativas, de alerta, de
controle de neurdnio autondmicos e mudangas emocionais. Cardoso et al., (2006)
relataram que a atividade ansiolitica dos Oleos essenciais da planta Cymbopogon
nardus Randle; Lavabre (2001) acrescentam os 6leos essenciais de Abies balsamea,
Styrax benzoin, Citrus bergamia, Cedrus atlantica, Salvia sclarea, Picea mariana, Citrus
limonum e Pinus sylvestris com propriedades farmacolégicas diversas sobre o SNC
como sedativas, ansioliticas e hipnaticas.

Chen et al. (2004; 2005) realizaram estudos sobre um possivel efeito ansiolitico
do dleo essencial de Angelica sinensis, utilizando para tanto os seguintes modelos
experimentais conhecidos para testar um comportamento referido como ansiedade:
teste do labirinto em cruz elevado, teste da caixa claro-escuro, teste de estresse
induzido por hipertermia, teste da interacdo social e teste do campo aberto; os estudos
indicaram que a substancia possui propriedade ansiolitica que justificam seu bom
prognostico em estudos clinicos posteriores. Yamada et al., (2005) verificaram que a
inalagcao do vapor do 6leo essencial de lavanda e do linalol puro conseguiram baixar os

niveis do horménio adrenocorticotréfico (ACTH) e desta forma do hormdnio luteinizante



(LH) e restabelecer os niveis de catecolaminas em ratas menopausadas, reduzindo
desta forma a tensdo da sindrome do climatério.

O estudo de Carlini et al., (1986) demonstraram atividades analgésicas,
hipnéticas e ansioliticas do linalol. Almeida et al., (2004) realizaram estudo comparativo
entre a inalacdo do oleo essencial de rosa em trés concentragdes (1%; 2,5% e 5%) e
injecdes intraperitoniais de Diazepam (1mg/kg; 2 mg/kg) em ratas, submetendo-as ao
labirinto em cruz elevado, e observaram que nao houve diferenga entre os dois
tratamentos, referindo um carater ansiolitico do éleo.

O odleo essencial de lavanda (OEL), objeto

deste estudo, & obtido das flores de Lavandula OH
angustifolia Miller por destilagdo a vapor e é |
principalmente composto por: acetato de linalil (3,7

dimetil- 1,6 octadien-3 il acetato), linalol (3,7 |

dimetilocta- 1,6 dien 3 ol), lavandulol, 1,8 cineol,

acetato de lavandulil e canfora, sendo que os dois Figura 6 — Estrutura quimica
primeiros constituintes sdo majoritarios, tendo como de linalol;
proporcoes respectivas 51% e 35% (HADDAD et Fonte:httn://www aesbuc ot/t

al., 2005; BOZHANOQV et al., 2007). O linalol (Figura 6) € tido como o componente ativo
do d6leo em varios estudos como o realizado por Evans et al. (2004) no qual a
citotoxidade de células da pele humanas foi equivalente quando utilizado o linalol
isolado e o 6leo como um todo, embora o acetato de linalil esteja em maior quantidade.

As atividades biolégicas atribuidas a Lavandula angustifolia Miller, atribuidas ao
seu principal componente ativo: o linalol tém sido descritas. Akhondzadeh et al., (2003)
encontraram dados que comprovaram o uso da tintura de flores de Lavandula
angustifolia como antidepressivo. Hajhashemi et al (2003) encontraram propriedades
antiinflamatodrias e analgésicas do extrato das folhas da lavanda e do seu dleo
essencial. Evandri et al., (2005) estudaram o carater antimutagénico do 6leo de
lavanda, sendo este um candidato promissor para tratamentos contra o cancer. Até
mesmo sua atividade como potente agrotoxico foi estudado por Koschier e Sedy (2003),
que descobriram que o6leo foi capaz de exercer um potente efeito contra peste de

plantas em fase larval.



2.4 O uso da via inalatéoria em modelos animais

Lavabre (2001) descreve que o sentido do olfato age principalmente no nivel
subconsciente uma vez que os nervos olfatorios séo ligados ao sistema limbico, a parte
mais primitiva do cérebro humano, ao qual esta relacionada a regulagdo da atividade
sensorio-motora e dos impulsos primitivos de sexo, fome e sede. Almeida (2006)
confirma que ja esta bem estabelecido que a via olfativa esta conectada diretamente
com os centros superiores do encéfalo envolvidos na mediacdo do comportamento.
Esta conexdo pode ser observada anatomicamente uma vez que o estimulo do bulbo
olfativo envia sinais elétricos para a regidao do sistema limbico responsavel pelos
mecanismos viscerais e comportamentais, afetando diretamente os sistemas digestivo e
sexual e o comportamento emocional.

Lavabre (2001) salienta que os processos da recepgéao olfativa permanecem num
nivel inconsciente, pois na maioria das vezes os cheiros que nos rodeiam nao sao
percebidos, mesmo quando se entra em contato com um cheiro “novo” logo ocorre
adaptacao dos receptores depois de algum tempo, isso ndo quer dizer que os estimulos
sensoriais ndo estejam sendo enviados, mas que os contatos dos centros conscientes
do corpo sao desligados.

Strotmann (2001) e Shew et al., (2005) referem que uma variedade de moléculas
sdo reconhecidas e discriminadas pelo senso do olfato e esta capacidade
discriminatéria deriva da informagdo precisa processada em diferentes niveis do
sistema olfatério, que comecga no epitélio quimiosensivel da mucosa nasal, onde
moléculas odoriferas estimulam conjuntos de neurdnios olfatérios, seguidos pelo bulbo
olfatério principal, que recebe a informacao sensorial e repassa para centros superiores
cerebrais onde a informagéo é processada e chega ao nivel consciente e inconsciente.

Ceccarelli et al., (2004) confirma que a via olfatéria-hipocampal é conservada
entre as espécies de mamiferos e que a informacdo odorifera é inicialmente
processada no bulbo olfatério e enviada diretamente as regides corticais que fornecem
fonte primaria a informacdo sensorial olfatéria para o sistema limbico, seu estudo

evidenciou que a inalagdo do 6leo essencial de Citrus lemon afetou pardmetros



hormonais, comportamentais e neurais em animais, promovendo um efeito ansiogénico
no teste de labirinto em cruz elevado e na placa perfurada, a estimulacéo olfatéria com
este 6leo também alterou as vias da dor e as areas cerebrais relacionadas com a
modulacéo da dor, além de alterar a liberacdo de horménios tais como corticosterona.

Komiya et al. (2006) também corroboram a afirmagéo que a inalagéo do 6leo de
limao causa alteragdes nos sistemas endocrino e Sistema Nervoso Autbnomo (SNA) e
nas emocodes, poréem sua metodologia implicou na descoberta do carater ansiolitico do
6leo nos testes do labirinto em cruz elevado e campo aberto; seu estudo comprova que
a atividade ansiolitica deste 6leo foi devido a supressao da atividade adrenérgica pelo
aumento da transmissdo em neurdnios serotoninérgicos sob condigbes da inalagao;
portanto, algumas modificagbes nas metodologias empregadas podem implicar em
descobertas de novas propriedades dos componentes ativos de uma substancia, as
pesquisas devem portanto ser exaustivas.

Brann; Fadool (2006) relataram que o sistema olfatério acessorio tém sido bem
estabelecido como um detector primario da informacdo odorifera referente a
organizagao social entre as espécies e que em animais vertebrados terrestres, o 6rgao
vomeronasal € componente do sistema olfatério porém separado do sistema olfatério
principal, sendo responsavel pela deteccdo de substancias odoriferas volateis e néo
volateis. Tem-se descrito também que o evento de transdugéo de sinais intracelulares
do 6rgdo vomeronasal € governado pela ligacdo de sinais quimicos odoriferos com
receptores metabotrépicos, como foi estudado em roedores.

Halpern; Marcos (2003) verificaram que existem diferengcas elucidativas
anatdmicas, fisioloégicas e efeitos comportamentais entre os neurénios do sistema
olfatério principal e os neurbnios do o6rgdo vomeronasal, que ainda nao esta
completamente compreendido visto ser um 6rgéo recentemente descoberto e objeto de
inumeras pesquisas. O 6rgdo vomeronasal projeta axdnios para diferentes porgdes do
bulbo olfatério acessorio, o que forma a base de compreensao das vias segregadas que
possibilitam diferentes fungdes heterogénicas através a sua ligagao a diferentes tipos
de receptores metabotropicos como aqueles acoplados a proteinas Gs; Gi; Gq, entre

outros e, portanto diferengas nos efeitos fisiolégicos e comportamentais.



Haze et al.(2002); HODGSON et al., 2007, encontraram evidéncias do uso dos
Oleos essenciais de Safrol sassafras (pimenta) e Rosa centifolia (rosa), entre outros, por
via olfatoria sobre a atividade do SNA em humanos, além de verificarem os varios
efeitos psicolégicos que a inalagéo de fragrancias exercem através da estimulagdo ou
inibicdo em funcdes cerebrais. No seu estudo, confirmam a evidéncia que os 6leos
essenciais se ligam a receptores potenciais ionotrépicos do acido gama amino butirico
(GABA-p), principal neurotransmissor inibitorio do SNC (GABA), e aumentam a
afinidade deste neurotransmissor inibitério com estes receptores (GABA-p).

Shen et al. (2005) demonstraram experimentalmente que a inalagao do dleo de
lavanda, especialmente seu componente linalool, reduz a atividade no nervo adrenal
simpatico, reduz a lipdlise e o consumo de energia e aumenta o apetite e o peso
corporal. Com base nestes dados, desenvolveu-se este trabalho a fim de investigar se o
Oleo essencial de lavanda possui atividade ansiolitica pela via inalatéria em modelos
animais de ansiedade e um estudo preliminar sobre seu possivel mecanismo de acao

molecular.



Objetivos



Il - OBJETIVOS

3.1 Geral

o Investigar o possivel efeito ansiolitico do 6leo essencial de Lavandula

angustifolia Miller pela via inalatéria em modelos animais.

3.2 Especificos

o Contribuir para o avango do conhecimento sobre os efeitos farmacoldgicos de

Oleos essenciais de plantas aromaticas brasileiras;

o Avaliar uma metodologia que envolva a via inalatéria para testar a ansiedade

de substancias aromaticas em roedores;

o Sugerir eventual mecanismo de agao através do qual o 6leo essencial de

lavanda produz possivel efeito ansiolitico;

o Criar as pré-condicdes para correlacionar os dados obtidos em animais com

os estudos clinicos complementares realizaveis com individuos sadios;






IV - MATERIAL

4.1 Animais

No desenvolvimento das metodologias que avaliam o efeito ansiolitico de drogas
como no caso do presente estudo, utilizaram-se camundongos albinos da linhagem
Swiss e ratos Wistar, de ambos os sexos, com peso entre 25 - 35g e 250 - 350g,
respectivamente, com aproximadamente 3 meses de idade. (Figuras 7A e 7B). Os
animais foram provenientes do Biotério Prof. Dr. Thomas George do Laboratério de
Tecnologia Farmacéutica Prof. Delby Fernades de Medeiros da Universidade Federal
da Paraiba.

No Biotério, os animais foram alojados em gaiolas de polietileno, mantidos sob
condicdes monitoradas de temperatura de aproximadamente 21 + 1 °C, com livre
acesso a uma dieta controlada a base de ragao tipo pellets (Purina) e agua disponivel
em garrafas de polietileno com bicos de inox, encaixadas na parte superior da grade
metalica da gaiola (Figura 7C). Os animais foram mantidos em ciclo claro/escuro de 12

horas, sendo a fase clara de 06h 00 as 18h 00 e pesados antes da realizagao dos

testes.

Figura 7A - Camundongo Figura 7B - Rato Wistar



Figura 7C - Camundongos
machos em gaiola de Polietileno

4.1.1 Condig¢oes Experimentais

A parte experimental deste estudo foi totalmente desenvolvida no laboratério de
Psicofarmacologia do LTF. Os animais foram previamente alojados em outras gaiolas
do mesmo material referido, com pelo menos 60 min. de antecedéncia a execugao dos
testes, visando a minimizar as possiveis alteracbes comportamentais do animal, bem
como permitir uma adaptagdo ao novo ambiente. Os animais foram mantidos a
temperatura de 21 = 1 °C e privados de agua e ragdo antes dos testes, os quais se
realizaram no periodo compreendido entre 8h 00 e 12h 00, sendo os animais utilizados
uma unica vez e, em seguida, eutanasiados por deslocamento cervical por técnico
competente.

Em todos os procedimentos experimentais foram utilizados grupos constituidos
de 8 animais, e entre a utilizacdo de cada animal em todo os aparatos houve limpeza
com etanol a 10% a fim de remover qualquer vestigio de cheiro deixado pelos animais e
assim evitar possiveis interferéncias nos resultados, como propdem Bradley et al.,
(2007). Deu-se preferéncia a procedimentos que ndo provocassem dor ou qualquer
outro tipo de sofrimento, segundo os preceitos éticos. Além disso, estes procedimentos
foram analisados pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal do LTF/UFPB (CEPA)e

previamente aprovados sob protocolo n° 0505/05.



4.2 Substancias utilizadas

As substancias empregadas nesta pesquisa foram:

o Oleo essencial de Lavandula angustifolia Miller (Casa das esséncias — Brasil);
o Cloreto de sddio (Merck — E. U. A.);

o Diazepam (Merck — Brasil);

o Flumazenil (Roche — Brasil)

o Etanol (LTF / UFPB — Brasil);

A preparagdo das doses de Diazepam (DZP) e Flumazenil (FL) foi feita
minutos antes de sua utilizagédo, dissolvidas em solugao salina 0,9%, utilizando-se
concentragdes decimais de forma a possibilitar a injecédo de 0,1 mL/10 g de peso do
camundongo ou 0,1mL/100g de peso do rato. A injecdo de diazepam para cada

teste foi realizada 15 min. antes da submissao a cada procedimento experimental.

4.3 Preparacao do 6leo essencial de lavanda (OEL)

As concentragdes da substancia foram estabelecidas através de experimentos
“piloto” e com base em dados da literatura. O OEL foi preparado em forma de emulséo,
nas concentragdes de 0,5%, 1% e 2,5%, ou seja, 0,1 mL do 6leo para 20 mL; 10 mL e
4,5 mL respectivamente de agua bidestilada, seguido de forte agitagcao, o tween 80 foi
utilizado como agente emulsificante, enquanto que os animais do grupo controle foram

expostos por via aérea a uma solugao de salina 0,9 %.

Por se tratar de via aérea, os animais controles foram expostos aos

procedimentos experimentais antes da preparagao do OEL e, portanto da submisséo



dos animais experimentais a inalacdo do 6leo em estudo. O tempo de inalagao foi de 7
min. tanto para os animais controle (solugdo salina 0,9%) quanto para os animais

experimentais antes de sua introdu¢do nos variados aparatos experimentais.

4.4 Aparelhagem

4.4.1 Labirinto em cruz elevado

O aparelho utilizado no teste do Labirinto em cruz elevado é fabricado de
madeira, de cor marrom, e formado por dois bracos com paredes laterais e sem
cobertura, que medem aproximadamente 50 cm de comprimento por 10 cm de largura e
30 cm de altura colocados perpendicularmente a outros dois bracos abertos com o
mesmo comprimento e mesma largura e sem paredes laterais, ambos os bragos se
cruzam em uma plataforma central quadrada de dimensdes 18,8 x 19 cm, estando o

conjunto elevado em relagédo ao assoalho por 60 cm (Figuras 8A e 8B).

Figura 8 - Aparelho do labirinto
em cruz elevado



4.4.2 Placa perfurada

O aparelho da placa perfurada foi fabricada pela Ugo Basile (ltalia), modelo
6650, trata-se de uma placa de formato quadrado medindo 40 x 40 cm, contendo 16
orificios de 3 cm de didmetro, acoplados a fotocélulas sensiveis a penetracdo da
cabega do animal, as quais sdo conectadas a uma central que contém um registrador
do numero de mergulhos e também um dispositivo para ligar e zerar o aparato. Essa
placa é posicionada a 18 cm do balcado através de dois suportes localizados na parte

inferior da mesma (Figura 9).

Figura 9 - Aparelho da placa perfurada, em

detalhes a esquerda a plataforma com 16 orificios e a

4.4.3 Campo aberto

Consiste em uma arena circular metalica, pintada de branco, medindo 55 cm de
didmetro por 40 cm de altura. O piso da arena é dividido em trés circulos concéntricos

(15, 34 e 55 cm de diametro, respectivamente), que, por sua vez, sao subdivididos em



um total de 16 segmentos, um deles € o circulo central, tendo ainda uma lampada de
40 watts colocada no centro do aparelho, suspensa a uma altura de 46 cm do seu piso
(Figura 10).

Figura 10 - Plano superior do aparelho do
campo aberto, detalhando a arena

4.4.4 Caixa de experimentagao para o teste de esconder esferas

Este aparato experimental consistiu de uma caixa de polietiieno com medidas de
35 x 20 x 15 cm, (Figura 11) contendo no seu piso cerca de 2 cm de serragem de
madeira estéril (processo obtido em autoclave) e 15 esferas de vidro aleatoriamente

distribuidas acima da serragem.

Figura 11 - Plano superior da organizagao das esferas na
caixa de experimentagao



4.4.5 Arena de observacgao para o teste da interagao social

O aparato utilizado neste experimento é o mesmo descrito para o teste do campo

aberto, exceto a iluminacédo que neste teste foi abolida.

4.4.6 Aparelho utilizado para testar a coordenagao motora

O modelo disponivel no laboratério de Psicofarmacologia foi fabricado pela UGO
BASILE (Italia), modelo Accelerating Rota-Rod 7750 (Jones e Roberts), possui as
seguintes dimensdes: 63 x 50 x 49 cm. E constituido por uma barra giratéria, dividida
por cinco discos, delimitando-se um total de quatro segmentos, com velocidade
regulavel em rotagdes por minutos (r.p.m.). Este aparelho ainda dispde de um
mecanismo automatico capaz de contabilizar o tempo de permanéncia do animal na

barra giratoria (Figura 12).

Figura 12 — Angulo lateral das barras

airatérias



4.4.7 Caixas de Inalagao

Foram utilizadas duas caixas de inalagao especificas (36 x 30 x 29 cm) (Figura

13 ), uma para o grupo controle e outra para o grupo experimental.

Figura 13 — Caixa de inalagao



Meétodos



V - METODOS

5.1 Fase de Padronizagao

5.1.1 Triagem Farmacolégica Comportamental

Através desta metodologia € possivel confirmar a atividade do 6leo essencial
sobre o SNC, através do emprego de alguns critérios comparativos para uma série de
comportamentos apresentados pelos animais. Foi realizada a fim de racionalizar o uso
de animais, o que esta em concordancia com os principios éticos e possibilita a reducao
da quantidade de o6leo utilizada, sendo, portanto um passo primordial para o
estabelecimento do perfil de uma droga e direcionamento do estudo farmacoldgico para
utilizacao de testes que levem a caracterizagcdo de um efeito especifico.

Na triagem, foram utilizados dois grupos de 8 animais tratados pela via inalatéria
(v.i) para cada concentracdo do OEL (0,5%; 1% e 2,5%), como também para a droga
padrao (Diazepam 1mg/kg) e seu respectivo controle pela via intraperitonial (i.p.). A
triagem do OEL foi realizada em trés dias consecutivos, em cada dia se testava uma
unica concentracdo em comparagdo com o controle respectivo, e no quarto dia, se
testou o perfil da droga padrdo em comparagdo com seu controle, tal critério foi
estabelecido para todos os demais testes especificos realizados durante a fase de
execucgao, exceto no teste de investigacdo de eventual mecanismo de agéo, no qual o

diazepam figurou como um dos grupos experimentais.

Em cada dia de triagem, portanto, os animais do grupo controle foram colocados
em um caixa de inalagdo durante 7 min. sendo tratados com uma solugéo salina a
0,9%, de igual modo, todos os animais experimentais foram colocados em outra caixa

de inalagédo durante 7 min. e tratados com a preparagao do OEL. Apds a exposicéo, os



dois grupos de animais foram ent&o introduzidos em caixas de observagao distintas e
foram comparativamente observados durante um periodo de 4 horas, em intervalos de
30 min. e até 72 horas depois da realizagdo de cada teste, os efeitos ocorridos foram
entdo registrados. O grupo diazepam, com seu respectivo controle recebeu tratamento
prévio de 15 min. e as observagdes foram realizadas conforme os grupos

experimentais.

5.2 Fase de Execucgao

Nesta fase foram avaliados os possiveis efeitos ansioliticos do OEL utilizando

varias metodologias bem estabelecidas na literatura na pesquisa de drogas ansioliticas.

5.2.1 — Teste do labirinto em cruz elevado

Bradley et al. (2007) descrevem que o teste do labirinto em cruz elevado € um
teste comumente usado como um modelo ndo condicionado de testar o comportamento
referido como ansiedade de ratos e camundongos, o aparelho mostra sensibilidade bi-
direcionada para agentes ansioliticos e ansiogénicos através do livre acesso que o
animal tem a ambiente que provoca e outro que alivia a ansiedade, ou seja, um brago
escuro, protegido e fechado ou um brago nao protegido, iluminado e aberto. O aparelho
€ designado, portanto, para diferenciar respostas ansioliticas e ansiogénicas por meio
de efeitos puramente locomotores, examinando a preferéncia do animal pelo ambiente
aberto ou fechado, as medidas comportamentais incluem a frequéncia de entradas e a

duracao do tempo gasto nos bragos e na plataforma central.

Esta metodologia se baseia no comportamento natural-relatado-como-ansiedade
em roedores que preferem permanecer em ambiente escuro, perto de paredes e evitar
alturas, e quando, portanto, condicionados a um ambiente aberto, claro e n&o protegido

mostram sinais de ansiedade - congelamento, defecacdo e micgdo. Se o agente em



estudo possui propriedades ansioliticas, o animal explora ambos os bracos, abertos e
fechados, mas tipicamente entrara com maior frequéncia e permanecera mais tempo
nos bracos abertos. Uma maior intensidade de “ansiedade” equivale a maior

preferéncia nos bragos fechados.

Ratos Wistar machos (n = 8) foram separados em dois grupos e inalaram o 6leo
nas concentragcdes de 0,5%; 1% e 2,5% ou a solugéo salina a 0,9%, respectivamente,
durante 7 min., logo apds cada animal foi submetido individualmente durante 5 min. no
labirinto e os parametros avaliados neste teste foram: tempo de permanéncia e numero
de entradas nos bragos abertos; tempo de permanéncia e numero de entradas nos
bragos fechados, estando de acordo com o estudo de Chen et at., (2006 b) no qual a
entrada em um brago foi definida quando todas as quatro patas do animal haviam
cruzado a linha diviséria entre um brago e a plataforma central. Apds a realizagdo do
teste com cada concentragao, a droga padrao foi testada no aparelho para comprovar

sua eficacia no teste sob as condi¢des pré-estabelecidas.

5.2.2- Teste da placa perfurada

Chindo et al. (2003) referenciam que o teste da placa perfurada é uma
mensuracao do comportamento exploratério dos roedores e que um agente que reduz
tal parametro revela-se como um sedativo, contudo agentes ansioliticos aumentam o
numero de mergulhos de cabega nos orificios neste teste segundo. Segundo Ceccarelli
et al. (2004) o aparato da placa perfurada permite o estudo de muitos comportamentos
espontaneos do animal, incluindo exploragao horizontal (locomogao) e vertical e o
numero de mergulhos nos orificios; em seu experimento estes autores consideraram o
numero de mergulhos da cabega do animal sendo inversamente proporcional ao estado
de “ansiedade” dos mesmos, ou seja, um aumento de mergulhos configura um agente
ansiolitico, sendo da mesma forma interpretados os demais parametros. Na presente
pesquisa, se avaliou também os pardmetros supracitados, considerando que a

atividade locomotora foi registrada contando-se os cruzamentos entre os quadrantes,



contudo ha dados da literatura que consideram também o tempo de imobilidade do
animal na placa. (BOISSER et al. 1976).

Foram utilizados grupos de 8 camundongos machos, submetidos individualmente
ao aparelho por 5 min. O teste também foi realizado de acordo com o estudo proposto
de Chen et al.,, (2006 b) em que o mergulho somente foi registrado se os olhos
desapareciam no orificio para evitar resultados nao fidedignos devido a introdug¢do da
cauda do roedor. Apés a realizagdo do teste com cada concentragéo, a droga padrao
foi testada no aparelho para comprovar sua eficacia no teste sob as condi¢cdes pré-

estabelecidas.

5.2.3 - Teste do campo aberto

Neste teste, observaram-se comportamentos como tempo de autolimpeza,
ambulagcdo centripeta, (ou seja, o quanto os animais visitavam o centro da arena);
numero de elevagdes (Figura 11); quantidade de bolos fecais e tempo de imobilidade
segundo os parametros avaliados no estudo de Kong e et al., (2006). Shaw et al. (2007)
afirmam que a redugao na tigmotaxia, ou seja, tentativa de escapar do novo ambiente é
um indicativo de que a substancia possui propriedades ansioliticas; da mesma forma, a
defecacdo € também um bom indicador de emocionalidade em animais, uma vez que
um estado de alta emocionalidade é relatada como aumento no numero de bolos fecais

e que drogas ansioliticas reduzem a defecagao.

O comportamento de autolimpeza geralmente aumenta com o medo ou a
ansiedade em roedores e é considerado como um indice de adaptacdo comportamental
de uma situagao estressante, as substancias ansioliticas reduzem este comportamento
neste teste; a elevacdo do animal (Figura 14) € um aspecto do comportamento
exploratério, no qual o animal levanta sobre as patas posteriores, e geralmente é
reduzido quando o animal & colocado num ambiente novo ou situagcédo estressante e
pode, portanto aumentar quando substancias ansioliticas sdo administradas; o

congelamento ou imobilidade € um comportamento de congelamento que também se



mostra adaptavel no animal a uma situacéo estressante, as drogas ansioliticas reduzem

tal comportamento.

No presente estudo os parametros foram avaliados segundo esta mesma
perspectiva, contudo a tigmotaxia foi considerada quando houve aumento na
ambulagao centripeta dos animais, conforme descreve Ho et al. (2002) que define esta
movimentagdo como a locomog¢ado do animal em dire¢cdo ao centro da arena, cujo
aumento é entendido como a redugdo da tigmotaxia. Camundongos machos foram
separados em dois grupos (8 experimentais e 8 controles por dia) e foram tratados com
o OEL nas concentracdes de 0,5%; 1% e 2,5% (em dias subsequentes como relatado)
ou a solugéo salina a 0,9%, respectivamente, durante 7 min., logo apés cada animal
foi submetido individualmente durante 5 min. a arena do aparato e os resultados foram
registrados. Apos a realizagdo do teste com cada concentragcdo, a droga padrao foi
testada no aparelho para comprovar sua eficacia no teste sob as condigbes pré-

estabelecidas.

o
Figura 14 — Camundongo em elevagéo

5.2.4- Teste de esconder esferas

Boer e Koolhaas (2003) verificaram que encobrir defensivamente esferas refere-
se ao comportamento do roedor em retirar do lugar o material que recobre a superficie
da caixa experimental utilizando movimentos alternativos e repetitivos de suas patas em

direcdo as fontes de estimulo aversivo. Este € um teste que pode ser empregado em



ratos e camundongos e € amplamente utilizado como expressao comportamental do
estado de ansiedade visto que varias pesquisas psicofarmacolégicas ja empregaram e
consolidaram esta metodologia para avaliar agentes ansioliticos com potencial

terapéutico.

TREIT et al em 1981 e BROEKKAMP et al.em 1986 estabeleceram que o
aumento de esferas recobertas € apontado como indicativo de ansiedade, pois as
esferas representam um agente agressor para o animal, desta forma é entendido que
uma substancia ansiolitica reduz tal comportamento em roedores. No experimento
foram utilizados grupos de 8 camundongos machos (controle e experimental totalizando
16 animais por dia) que apds os respectivos tratamentos com o OEL nas devidas
concentragdes ou a solugao salina a 0,9%, foram colocados individualmente na caixa
de observagao durante 10 min. apds os quais foi registrado o numero de esferas
totalmente encobertas por serragem. Apds a realizagdo do teste com cada
concentragao, a droga padrao foi testada no aparelho para comprovar sua eficacia no

teste sob as condigbes pré-estabelecidas.

5.2.5- Teste da interagao social

Postulado inicialmente por File e Hyde em 1978 conforme afirmam Lazarini et al
(2000) o teste da interagdo social € um modelo extensivamente usado para estudar
ansiedade; Neste teste, drogas ansioliticas aumentam enquanto drogas ansiogénicas
reduzem o tempo gasto em interagdo social ativa entendida como comportamento
mutuo de cheirar, limpar ou apresentar algum indicio de comportamento sexual em
relacdo ao outro animal. Dois ratos que receberam a inalagdo do OEL simultaneamente
em caixas separadas durante 7 min. foram colocados na mesma arena do teste do
campo aberto, desprezando-se apenas o estimulo luminoso e computou-se o tempo
que eles despenderam em atividades consideradas de interacdo social ativa além da
ambulagao centripeta, conforme estabeleceram Chen et al.(2006 a) segundo os quais

este procedimento se fundamenta na observacdo de que animais expostos a ambientes



novos ou bastante iluminados tendem a reduzir ou até suprimir sua interagdo com
outros animais, uma reducao da ansiedade €, portanto verificada com o aumento dessa
interacdo social e aumento concomitante da atividade motora. Conforme referenciam,
este procedimento foi o primeiro teste de ansiedade que usou uma forma natural de

comportamento como dados mensuraveis.

Nesse modelo foram, portanto empregados 2 grupos de 5 duplas de ratos
fémeas (controle e experimental, totalizando 20 animais) que receberam as
concentragdes do 6Oleo estabelecidas ou a solugao salina a 0,9% respectivamente e os
parametros foram observados por 10 min. Apds a realizagdo do teste com cada
concentragao, a droga padrao foi testada no aparelho para comprovar sua eficacia no
teste sob as condigbes pré-estabelecidas.

5.2.6 — Teste da coordenagao motora

Pultrini et al. (2006) descreveram que o procedimento da barra giratoéria é
adequado para detectar prejuizo do sistema motor devido a agentes farmacoldgicos tais
como relaxantes musculares ou depressores do SNC. Para realizagdo do teste, é
necessario realizar uma pré-selegdo dos animais aptos a se submeterem ao
procedimento experimental; sdo, portanto selecionados aqueles que possuem

habilidade em permanecer na barra sob as mesmas condi¢gdes usadas no teste.

Em modelos animais de ansiedade a deteccao de atividade pode ser devida a
prépria agao ansiolitica ou a outras alteragbes menos especificas sobre o sistema motor
que venham a impossibilitar a execu¢do dos comportamentos que fornecam os
parametros para avaliagdo da ansiedade, sendo o teste da barra giratéria capaz de
detectar tais prejuizos neuroldgicos tais como ataxia, sedagao e hiperexcitabilidade
uma vez que 0s animais normais sdo capazes de permanecer na barra por um periodo
maior (GARGANO, 2007). Neste experimento os 16 animais (8 controles e 8
experimentais) eram pré-selecionados 24 horas antes da realizagao do teste de cada
determinada concentracdo do OEL e foram considerados aptos aqueles que

permaneceram na barra durante 3 minutos em no maximo trés tentativas sobre a barra



girando a 7 r.p.m.. Apds a selegao, no dia subseqlente se realizou o teste de acordo
com a dose estabelecida para aquele dia, entdo, os dois grupos eram entao
introduzidos no aparato e por até 3 min. se contabilizava o tempo total que cada animal
era capaz de permanecer na barra sob o efeito das substancias (inalacdo do éleo ou
salina por 7 min.), esta mensuragao foi realizada nos tempos 0, 30, 60, 90 e 120 min.
apos os tratamentos, sendo que apos 3 tentativas sobre a barra, o animal era
desclassificado embora ndo tivesse alcangado os 3 min. de observacdo; os dados
comparativos entre os dois grupos foram entado registrados. Apos a realizagao do teste
com cada concentragao, a droga padrao foi testada no aparelho para comprovar sua

eficacia no teste sob as condi¢des pré-estabelecidas.

5.2.7 Estudo do possivel envolvimento do sistema gabaérgico no efeito do dleo

de lavanda pela via inalatéria

5.2.7.1 Bloqueio do efeito ansiolitico pelo tratamento prévio com Flumazenil

no teste de esconder esferas

Neste experimento foi avaliado se o Flumazenil (Ro15 - 1788), antagonista do
sistema gabaérgico, € capaz de bloquear os efeitos do OEL no teste de esconder
esferas, analisando seu envolvimento com o mecanismo de ac&o desta via no controle
da ansiedade. Camundongos machos foram divididos em seis grupos, trés grupos
(controle, OEL e diazepam) formados por oito animais cada ndo foram administrados
com o flumazenil a fim de comprovar seus efeitos no teste em analise, sendo que o
controle e o grupo do d6leo foram tratados pela via inalatéria repeitados os 7 min. antes
de serem submetidos ao teste e o grupo diazepam (1mg/kg) recebeu tratamento pela

via intraperitonial e somente apds 15 min. foi submetido ao teste.



Os outros trés grupos formados por oito animais cada e divididos conforme e sob
as mesmas condi¢gdes dos grupos supracitados, receberam um tratamento prévio com o
antagonista (10mg/kg) e apdés 23 min. os animais do grupo do OEL e do grupo salina
receberam seus tratamentos por 7 min. pela via inalatéria antes de serem
imediatamente testados; e apos 15 min. O grupo diazepam recebeu o tratamento pela
via intraperitonial e somente outros 15 min. foi inserido na caixa onde as esferas se
encontravam. Este procedimento foi realizado com o OEL na concentracdo

intermediaria de 1%.

5.3 Analise estatistica

Os dados obtidos de todos os testes foram submetidos a tratamento estatistico
usando o teste “t” de Student ndo-pareado do software GraphPad Prism versao 4.0;
sendo expressos em média + erro padrao da média e os resultados considerados como

significativos apresentaram um valor de p < 0,05.



Resultados



VI. RESULTADOS

6.1 Efeito do OEL e do Diazepam na triagem farmacolégica comportamental

O quadro 1 mostra as alteragdbes comportamentais apresentadas pelos
camundongos tratados com o OEL em relagdo ao respectivo grupo controle. Em todas
as concentragdes utilizadas foram observados aumento consideravel da ambulagao,
reducdo da quantidade de bolos fecais e do comportamento de limpeza em até 180
min. apos o tratamento, sendo que apds este periodo os mesmos comportamentos
foram observados, porém com menor intensidade. Apos 72 horas nao houve registro de
mortes.

Apés 15 minutos do tratamento com a droga padrao foram observados os
seguintes efeitos: sedagao, hipnose, analgesia, resposta ao toque diminuida, aumento
da ambulagao, reducéo da limpeza e da defecagdo e micgdo e da forgca para agarrar.
Tais efeitos foram diminuindo ao longo do tempo, de forma que apds 2 horas nao foram

encontradas mais quaisquer alteragcdes comportamentais (Quadro 2).



Quadro 1 - Alteragbes comportamentais em camundongos induzidas pelo
tratamento com a inalagdo do OEL

30 (++) ambulacao; (--) defecacao e limpeza
60 (++) ambulacao; (--) defecacao e limpeza
OEL-0,5 % 120 (++) ambulagéo; (--) defecagao e limpeza
180 (++) ambulacao; (--) defecacao e limpeza
240 (+) ambulagao; (-) defecagéao e limpeza
30 (++) ambulacéo; (--) defecacéo e limpeza
60 (++) ambulacao; (--) defecacao e limpeza
OEL- 1% 120 (++) ambulag&o; (--) defecagio e limpeza
180 (++) ambulagéo; (--) defecagao e limpeza
240 (+) ambulagao; (-) defecagéao e limpeza
30 (++) ambulacéo; (--) defecacao e limpeza
60 (++) ambulagéo; (--) defecagao e limpeza
OEL-2,5% 120 (++) ambulacgéo; (--) defecacéo e limpeza
180 (++) ambulagéo; (--) defecagao e limpeza
240 (+) ambulagao; (-) defecagao e limpeza

(-) efeito diminuido, (--) efeito bem diminuido, (+) efeito presente, (++) efeito presente intenso
(n=8)



Quadro 2 - Efeito do Diazepam (1mg/kg) na triagem farmacolégica comportamental em
camundongos Swiss

(--) defecacdo, micgao, limpeza, forga para
30 agarrar; (++) hipnose, sedagado, resposta ao toque

diminuida, analgesia e ambulagéo;
(--) defecacdo, micgao, limpeza, forca para
60 agarrar; (++) hipnose, sedagado, resposta ao toque

diminuida, analgesia e ambulacéo
() defecacdo, micgao, limpeza,(-) forga para
Diazepam 120 agarrar; (++) hipnose, sedagado, resposta ao toque

diminuida, analgesia e ambulacéo
(-) defecagdo, micgdo, limpeza, forga para
180 agarrar; (+) hipnose, sedacao, analgesia (++) resposta

ao toque diminuida, ambulacao
240 ~(-) defecacéao, Iimpeza_l, _for'ga para agarrar; (+)
sedacao, resposta ao toque diminuida e ambulagao
Apos 240 Sem alteragdes comportamentais

(-) efeito diminuido, (--) efeito bem diminuido, (+) efeito presente, (++) efeito presente intenso

(n=8)



6.2 Efeito do OEL e do Diazepam no teste do labirinto em cruz elevado

O efeito do OEL e do Diazepam sobre o comportamento dos animais nesta
metodologia se encontram expressos no grafico 1. Os animais tratados com o OEL na
concentragao de 0,5 % nao apresentaram qualquer alteragcéo significativa em relagao
ao comportamento do animal nos bragos abertos, embora houve redugédo do tempo de
permanéncia nos bragos fechados (178,0 + 8,7 em relagdo ao controle 240,3 + 7,8),
como se pode comprovar nos graficos seguintes. Com a inalagéo de 1,0% observou-se
que houve aumento do numero de visitas (6,2 £ 0,9 vs 2,4 + 0,9) e do tempo de
permanéncia nos bragos abertos (115,6 + 18,7 vs 14,2 + 6.6) e redugdo no tempo que
0S animais passaram nos bragos fechados (178,8 * 12,2 vs 234,3 + 14,2). A
concentragao de 2,5% promoveu aumento no tempo de permanéncia dos animais nos
bragos abertos (76,4 + 17,0 vs 34,6 + 5,6) e concomitante reducdo das visitas aos
bragos fechados (3,4 + 0,2 vs 7,5 + 1,0) e redugdo do tempo de permanéncia nestes
bragos (190,0 £ 14,6 vs 246,0 + 14,0).

Os resultados expressam que a droga padrao estabelecida foi capaz de
aumentar o tempo de permanéncia (126,1 + 16,4 vs 36,9 £ 6,7) e o numero de visitas
nos bragos abertos (10,6 £ 0,8 vs 4,0 £ 0,9), além de reduzir o numero de visitas nos
bragos fechados (6,1 +1,2vs 17,9 £ 1,9).
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Grafico 1 — Efeitos do OEL v.i. (0,5%; 1,0% e 2,5%) e diazepam i.p. (1mg/kg) sobre o numero de
visitagdes nos bragos do labirinto em cruz elevado. Os valores estdo expressos em média + e.p.m. (n=8),
* p< 0,01; ** p <0,001*** p< 0,0001 vs respectivo grupo controle (Teste “t” de Student ndo pareado).
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Grafico 2 — Efeitos do OEL v.i. (0,5%; 1,0% e 2,5%) e diazepam i.p. (1mg/kg) sobre o tempo de
permanéncia nos bragos do labirinto em cruz elevado. Os valores estdo expressos em média £ e.p.m.
(n=8), * p< 0,05; *** p< 0,0001 vs respectivo grupo controle controle (Teste “t” de Student ndo pareado).



6.3 Efeito do OEL e do Diazepam no teste da placa perfurada

No teste da placa perfurada o tratamento inalatério com o OEL conseguiu
aumentar significativamente o numero de mergulhos de cabega do animal nos
orificios na concentragcao de 2,5% (37,7 £+ 2,4 vs 26,7 = 3,8), enquanto que a
concentracao de 1,0% foi capaz de aumentar a atividade locomotora caracterizada
pelo aumento de cruzamentos entre os quadrantes do aparato. (33,9 + 5,0 vs 21,2 +
1,8).

O tratamento com o Diazepam na dose de 1mg/kg induziu aumento destes dois
comportamentos (38,5 + 2,1 vs 155 + 19) e (46,1 + 28 vs 249 + 1,9),
respectivamente. Sobre a quantidade de elevagdes as substancias em analise nao
promoveram alteragbes significativas, embora ocorreu uma tendéncia ao aumento

deste comportamento com o tratamento do OEL.
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Grafico 3 — Efeitos do OEL v.i. (0,5%; 1,0% e 2,5%) e diazepam i.p. (1mg/kg) sobre o nimero de
mergulhos nos orificios no teste da placa perfurada. Os valores estdo expressos em média + e.p.m.
(n=8), * p < 0,05; *** p < 0,0001 vs respectivo grupo controle (Teste “t” de Student n&o pareado).
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Grafico 4 — Efeitos do OEL v.i. (0,5%; 1,0% e 2,5%) e diazepam i.p. (1mg/kg) sobre a atividade
exploratéria dos animais no teste da placa perfurada. Os valores estdo expressos em média *+ e.p.m.
(n=8), * p < 0,05; *** p < 0,0001 vs respectivo grupo controle (Teste “t” de Student ndo pareado).
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Grafico 5 — Efeitos do OEL v.i. (0,5%; 1,0% e 2,5%) e diazepam i.p. (1mg/kg) sobre o nimero de
elevagdes dos animais no teste da placa perfurada. Os valores estdo expressos em média + e.p.m. (n=8),
grupo experimental vs respectivo grupo controle (Teste “t” de Student nao pareado).



6.4 Efeito do OEL e do Diazepam no teste do campo aberto

Os tratamentos com o OEL nas concentracbes de 0,5%; 1,0% e 2,5%
demonstraram uma redugao na defecagao dos animais (1,3 + 0,4 vs 3,0+ 0,6; 1,2 £ 0,1
vs 2,5 £ 0,5); o tempo de auto-limpeza (4,6 + 1,5 vs 22,0 + 4,3; 6,5 £ 2,8 vs 37,7 + 4,6;
9,2+29vs 64,5+ 223) e otempo de imobilidade (0,1 £0,1vs 7,0+ 1,9; 0,8 £ 0,8 vs
47,0+ 12,1;4,2 £ 1,8 vs 31,2 £ 10,4), enquanto aumentou o numero de elevagdes (21,2
+38vs95+20;196 £36vs 10,2 +22; 216 £ 2,6 vs 11,7 + 3,3) e a ambulagao
centripeta (185,6 + 3,5 vs 120,1 £ 10,9; 217,0 + 13,6 vs 139,9 £ 15,2; 191,3 + 18,7 vs
64,7 £ 7,8) respectivamente na metodologia do campo aberto.

O DZP promoveu altera¢gdes no numero de bolos fecais (1,8 + 0,7 vs 8,6 + 0,6 );
na atividade exploratodria (191,5 + 2,9 vs 134,4 £ 11,7) e na quantidade de elevacdes
(2,2+0,2vs 0,5%0,2).
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Grafico 6 — Efeitos do OEL v.i. (0,5%; 1,0% e 2,5%) e diazepam i.p. (1mg/kg) sobre o nimero de
bolos fecais dos animais no teste do campo aberto. Os valores estdo expressos em média £ e.p.m. (n=8),
*p <0,05; ** p<0,0001 vs respectivo grupo controle (Teste “t” de Student ndo pareado).
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Grafico 7 — Efeitos do OEL v.i. (0,5%; 1,0% e 2,5%) e diazepam i.p. (1mg/kg) sobre a auto-
limpeza dos animais no teste do campo aberto. Os valores estdo expressos em média + e.p.m. (n=8), * p
<0,05; ** p < 0,005 *** p < 0,0001 vs respectivo grupo controle (Teste “t” de Student ndo pareado).
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Grafico 8 — Efeitos do OEL v.i. (0,5%; 1,0% e 2,5%) e diazepam i.p. (1mg/kg) sobre o tempo de
imobilidade dos animais no teste do campo aberto. Os valores estdo expressos em média + e.p.m. (n=8),
*p <0,05; ** p<0,005*** p <0,0001 vs respectivo grupo controle ((Teste “t” de Student ndo pareado).
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Grafico 9 — Efeitos do OEL v.i. (0,5%; 1,0% e 2,5%) e diazepam i.p. (1mg/kg) sobre a elevacéo
dos animais no teste do campo aberto. Os valores estdo expressos em média + e.p.m. (n=8), * p < 0,05;
***p <0,0001 vs respectivo grupo controle (Teste “t” de Student nao pareado).
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Grafico 10 — Efeitos do OEL v.i. (0,5%; 1,0% e 2,5%) e diazepam i.p. (1mg/kg) sobre a atividade
exploratéria dos animais no teste do campo aberto. Os valores estao expressos em média + e.p.m. (n=8),
*p <0,05; ** p <0,005; *** p < 0,0005 vs respectivo grupo controle (Teste “t” de Student nao pareado).



6.5 Efeito do OEL e do Diazepam no teste de esconder esferas

As concentragdes de 1% (3,0 + 0,7 vs 12,0 £ 0,7) e 2,5% (2,6 £ 0,7 vs 9,5 = 0,5)
foram capazes de reduzir o comportamento de esconder esferas da mesma forma que
o tratamento com o DZP (1,2 £ 0,3 vs 8,8 + 0,6).
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Grafico 11 — Efeitos do OEL v.i. (0,5%; 1,0% e 2,5%) e diazepam i.p. (1mg/kg) sobre o niumero
de esferas encobertas no teste de esconder esferas. Os valores estdo expressos em média £ e.p.m.
(n=8), *** p < 0,0001 vs respectivo grupo controle (Teste “t” de Student ndo pareado).



6.6 Efeito do OEL e do Diazepam no teste da interagao social

Os parametros avaliados estao dispostos graficamente abaixo, demonstrando o
perfil ansiolitico do 6leo de lavanda nesta metodologia. A concentracao de 0,5% foi
capaz de aumentar a ambulagdo centripeta (31,8 + 2,2 vs 16,2 + 2,7) e o
comportamento sexual (7,6 + 1,2 vs 2,4 + 1,4) entre os animais. Na concentragéo de
1%, o 6leo aumentou o tempo de interacdo dos animais em atividades de ambulagao
centripeta (28,6 + 3,0 vs 11,8 £ 1,5); comportamento sexual (7,8 £ 0,4 vs 2,6 £ 0,2) e 0
tempo de limpeza mutua (32,2 £ 2,9 vs 7,0 + 1,6). A concentragao de 2,5% apresentou
uma atividade mais intensa nesta metodologia uma vez que todos os parametros como
a ambulagao centripeta (17,6 £ 2,4 vs 10,6 £ 0,6); o comportamento sexual (7,6 £ 0,9 vs
2,2 +0,9); e os tempos de limpeza mutua (22,8 £ 2,6 vs 3,8 £ 0,6) e de cheirar (48,6 £
7,7 vs 16,4 + 1,3) foram alterados conforme demonstrado, caracterizando uma maior
interagcdo entre os animais. O diazepam na dose utilizada alterou os parametros,
respectivamente, segundo a seguinte estatistica 38,4 + 3,3 vs 17,6 £ 1,7; 26,8 + 3,3 vs
10,0 £ 1,4; 34,4 +5,0 vs 20,8 + 2,0.
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Grafico 12 — Efeitos do OEL v.i. (0,5%; 1,0% e 2,5%) e diazepam i.p. (1mg/kg) sobre a
ambulagdo centripeta dos animais no teste da interagao social. Os valores estdo expressos em média +
e.p.m. (n=10), * p < 0,05; ** p < 0.005; *** p < 0,0005 vs respectivo grupo controle (Teste “t” de Student
n&o pareado).
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Grafico 13 — Efeitos do OEL v.i. (0,5%; 1,0% e 2,5%) e diazepam i.p. (1mg/kg) sobre o
comportamento sexual de animais no teste da interagao social. Os valores estdo expressos em média +

e.p.m. (n=10), * p < 0,05; ** p < 0.005; *** p < 0,0001 vs respectivo grupo controle (Teste “t” de Student
n&o pareado).
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Grafico 14 — Efeitos do OEL v.i. (0,5%; 1,0% e 2,5%) e diazepam i.p. (1mg/kg) sobre a limpeza
mutua de animais no teste da interagdo social. Os valores estao expressos em média + e.p.m. (n=10), **
p < 0.005; *** p < 0,0001 vs respectivo grupo controle (Teste “t” de Student ndo pareado).
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Grafico 15 — Efeitos do OEL v.i. (0,5%; 1,0% e 2,5%) e diazepam i.p. (1mg/kg) sobre o tempo de
cheirar o par de animais no teste da interagdo social. Os valores estdo expressos em média + e.p.m.
(n=10), * p < 0.05; ** p < 0.005 vs respectivo grupo controle (Teste “t” de Student ndo pareado).



6.7 Efeito do OEL e do Diazepam no teste da barra giratéria

A seguir sdo apresentados os graficos que demonstram a habilidade dos animais
sob efeito do OEL e DZP em permanecer na barra. Nas trés concentragdes o OEL nao
promoveu qualquer alteragdo motora; contudo a droga padrao provocou incoordenagao
motora nos animais que foi detectada aos tempos 0 min. (119,3 £ 4,2 vs 156,5 £ 2,1);
30 min. (124,3 £ 4,1 vs 155,0 £+ 24) e 60 min. (1299 + 4,8 vs 147,5 £ 3,9) do

tratamento.

. | ;. [JControle v.i.

5 ol Il 1P « [ |Mzglli = Controle i.p.
@@ = OEL 0,5% V.i.
o g £ 1004 = OFEL 1,0% v.i.
ESa B OEL 2,5% v.i.
- I DZP 1mg/kg i.p.

3

0 —— —_— =
0 min. Tra?aor;lnérr]ftos 60min.

Grafico 16 — Efeitos do OEL v.i. (0,5%; 1,0% e 2,5%) e diazepam i.p. (1mg/kg) sobre a
coordenagdo motora dos animais nos tempos 0; 30 e 60 min. Os valores estdo expressos em média *
e.p.m. (n=8), * p < 0.05; *** p < 0.001 vs respectivo grupo controle (Teste “t” de Student ndo pareado).



Nos tempos de 90 e 120 min. apds os tratamentos ndo se detectou nenhum

efeito sobre a coordenagdo motora dos animais com o tratamento do OEL ou DZP.
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Grafico 17 — Efeitos do OEL v.i. (0,5%; 1,0% e 2,5%) e diazepam i.p. (1mg/kg) sobre a
coordenagdo motora dos animais nos tempos 90 e 120 min. Os valores estdo expressos em média +
e.p.m. (n=8), grupo experimental vs respectivo grupo controle (Teste “t” de Student n&o pareado).



6.8 Efeito do bloqueio do flumazenil na agao ansiolitica do OEL e do Diazepam no

teste de esconder esferas

Os dados abaixo demonstram que o flumazenil (10mg/kg; i.p.) foi capaz de
antagonizar os efeitos ansioliticos do OEL a 1,0% v.i. (10,0 £ 0,5 vs 2,6 £ 0,7) e do DZP
na dose de 1mg/kg; i.p. (11,1 £ 0,8 vs 2,2 + 0,5).
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Grafico 18 — Antagonismo do flumazenil (10mg/kg; i.p.) sobre os efeitos ansioliticos do OEL
(1,0%; v.i,) e DZP (1mg/kg; i.p.) no teste de esconder esferas. Os valores estdo expressos em média +
e.p.m. (n=8), p < 0,0001 vs respectivo grupo controle (Teste “t” de Student nao pareado).



Discussao



VIl - DISCUSSAO

Nos tempos atuais, a competitividade social, a seguranga, a competéncia
profissional, a sobrevivéncia econémica, as perspectivas futuras e mais uma infinidade
de ameacgas abstratas e reais sdo alguns dos exemplos de causas que desencadeiam
perturbagbes psiquicas que levam a ansiedade. (LAZARINI, 2000; RABBANI et al.,
2003/2004).

As desordens da ansiedade sao consideradas um significante problema de
saude publica atual resultante deste processo de modernizagdo da estrutura social,
afetando um amplo segmento da populacdo e ocasionando grandes gastos
relacionados diretamente com os cuidados da doenca e hospitalizagbes ou,
indiretamente, como no caso de mortalidades e morbidades (BALLENGER, 2000).
Bladley et al. (2007) confirmam que o alto custo das desordens da ansiedade em
termos de prescrigdes médicas esta entre os mais altos do mundo. Wheatley (2006)
descreve que existem problemas bem estabelecidos com o uso dos benzodiazepinicos
como tratamento farmacolégico de escolha da ansiedade como o efeito rebote de
alerta, dependéncia, problemas na cogni¢cdo, depressdao e resisténcia; por isso
alternativas terapéuticas que aliviem a ansiedade podem fornecer melhores beneficios
de tratamento. Almeida et al.(2004) acresceram a tais efeitos colaterais: relaxamento
muscular, disturbios de memoaria e interagcdo com outras drogas.

A aromaterapia esta se tornando um crescente tratamento alternativo para
aqueles que sofrem de ansiedade, com a vantagem de que os 6leos essenciais tém um
efeito direto sobre o sistema limbico, onde a ansiedade é gerada. A exposi¢ao ao
aroma do 6leo essencial de lavanda produz efeito ansiolitico através da via olfatéria, na
qual os odores chegam ao sistema limbico através do cortex olfatorio e das células
nasais, o que exclui a possibilidade de qualquer alteracdo quimica do 6leo pelo sistema
digestivo (BRADLEY et al. 2007; MOREIRA et al. 2001; ). Komori et al. (2006)
consideram também que a aplicacdo de substancias odoriferas pode ser util na

qualidade do sono, reduzindo o consumo de hipnéticos.



Hajhashemi et al. (2003) afirmam que a Lavandula angustifolia Miller (Lamiacea)
€ uma erva aromatica amplamente distribuida no mundo; o 6leo essencial de suas
flores é principalmente usado nas industrias de limpeza e perfumaria, no senso comum
€ conhecida entre as pessoas como uma potente erva aromatica e medicinal, sendo
usada popularmente para tratar desordens gastrintestinais, reumaticas e nervosas em
todo o mundo. Sua revisao bibliografica acerca dos dados cientificos desta espécie de
Lavandula relata que em testes farmacoldgicos e biolégicos, aos seus extratos, as suas
fracbes e ao seu 6leo essencial sdo atribuidas acdes depressoras do SNC, como
atividades anticonvulsivante, sedativa, espasmolitica, anestésica local, antioxidante,
ansiolitica, antibacteriana entre outras.

A pesquisa foca a atencdo na busca dos beneficios desta planta sobre a
ansiedade. Com um método inovador, investigou-se as propriedades ansioliticas do
OEL através da via inalatéria em modelos animais. Almeida (2006) salientou que nao
existe um modelo animal perfeito, que consiga ser totalmente extrapolavel para a
condicdo humana, entretanto, as respostas obtidas através da experimentacdo animal
se somam na elucidagdo do fenbmeno biolégico investigado, desta forma as varias
metodologias empregadas nesta pesquisa visam a obter dados que ajudem no mesmo
sentido; no caso da pesquisa para desvendar um possivel efeito ansiolitico de uma
substancia, deve-se considerar que a ansiedade é uma forma de inibigdo
comportamental em termos bioldgicos, ocorrendo em resposta a eventos ambientais
Nnovos, que ndo possuem recompensa ou que sao punitivos, desta forma, esta inibigao
assume a forma de imobilidade ou supressao de uma resposta comportamental nos
animais (BOISSER et al., 1976).

No estabelecimento do objeto do estudo, alguns testes pilotos utilizando varios
Oleos essenciais como o6leo de Rosa centifolia, 6leo de Citrus sinensis, 6leo de
Cananga odorata e o proprio 6leo de lavanda foram realizados a fim obter o
conhecimento necessario para operagcdao dos aparatos experimentais a serem
utilizados, as doses apropriadas do 6leo escolhido, além de identificar os critérios
adotados para a validacido do método de inalagdo do 6leo essencial, que envolveu a
caixa apropriada para acondicionar os animais durante o periodo de exposicdo ao

aroma; condicdes experimentais e verificacdo dos primeiros resultados.



Em 2003, o estudo supracitado de Hajhashemi et al. afirma ser a planta bem
conhecida por seu efeito ansiolitico e que em combinagdo com demais ervas sedativas
€ importante na recuperacdo de disturbios do sono, irritabilidade e enxaqueca.
Investigacdes a respeito da propriedade ansiolitica do 6leo de lavanda estdo cada vez
mais ganhando atengéo dos cientistas em todo mundo, os dados compilados no estudo
desenvolvido por Wheatley (2005) demonstraram que a inalagdo da lavanda se mostra
benéfica na melhora da qualidade do sono de sujeitos submetidos a trés minutos de
tratamento de inalagcdo do 6leo por dia antes de deitar, durante 40 dias, apresentando
menor laténcia para o inicio do sono e sua maior duracdo em relacdo aos pacientes
tratados com benzodiazepinas.

Buchbauer et al. (1991) referiram o potencial ansiolitico do 6leo essencial das
flores de Lavandula angustifolia Miller pela via inalatéria; a acdo farmacologica
depressora e sinérgica dos componentes ativos do 6leo de lavanda promoveu uma
redugdo na hiperexcitabilidade motora produzida por injecdo de cafeina, embora néo
compreendendo o mecanismo certo de agao, os autores referem que tal efeito sedativo
foi atribuido a excelente absor¢do da mucosa nasal em comparagdo com a absorcao
em nivel plasmatico que acontece pela via intraperitonial, sendo que esta acao foi
causada pela eficacia farmacologica do 6leo no cérebro e ndo significa influéncia
apenas dos efeitos confortaveis do sentido do olfato.

Com a andlise dos dados presentes nesta pesquisa, € possivel sugerir que 0s
animais tratados com o 6leo de lavanda pela via inalatéria apresentaram alteragdes
comportamentais sugestivas de atividade depressora do SNC.

Os resultados da triagem farmacolégica comportamental sugerem também que o
OEL apresenta um perfil depressor do SNC pela via inalatoria; os animais colocados em
ambiente nido familiar apresentaram aumento nos comportamentos de defecacao e de
auto-limpeza como referéncia de sintomas correlacionados a ansiedade, uma vez que
houve reducdo de tais comportamentos caracterizaram-se efeitos favoraveis para a
investigacao de seu uso como possivel agente detentor de propriedade ansiolitica nos
testes posteriores. O interesse nos dados desta triagem esta de acordo com o que
propuseram Evans et al. (2004) e Akhondzadeh et al.(2003) ao relatarem que o dleo de

lavanda possui baixa citotoxicidade, porém como os 6leos essenciais sdo potentes



compostos aromaticos, a avaliacdo de sua toxicidade € importante antes da
especulagao de suas propriedades benéficas para um uso seguro e adequado.

CARDOSO et al. 2006 relatam que a via de administracdo oral dos 6leos
essenciais € aquela que apresenta maiores riscos de apresentar efeitos toxicos e que a
via de administracdo inalatéria possui como principal vantagem o fato de reduzir o
estresse decorrente das manipulagdes para injegao por outras vias, além de reduzir a
toxicidade.

No teste do labirinto em cruz, o tratamento com o OEL na concentracao de 0,5%
capaz de reduzir o tempo que 0s animais permaneceram nos bracgos fechados; os
animais tratados com o OEL na concentracao de 1% apresentaram aumento no numero
de entradas e o tempo de permanéncia nos bragos abertos além da reducédo do tempo
gasto nos bragos fechados. A concentragdo de 2,5% também foi capaz de alterar
favoravelmente os resultados neste teste. Embora os resultados ndo tenham sido tao
intensos nesta metodologia em comparagédo com a droga padrdo, abrem um espago a
investigacdo nos demais modelos que confirmam a atividade. De acordo com o que
propdem Nogueira e et al. em 1998, a redugdo da aversao aos bragos abertos ou a
menor afinidade aos bragos fechados sugerem afeito ansiolitico uma vez que como
afirma Almeida et al.(2004), os roedores, sob condigdes comportamentais normais, ou
seja, na auséncia de estimulos que desencadeiem em “possivel estado ansioso”, tém
maior preferéncia para bragos fechados, que sdo considerados mais seguros e menos
iluminados.

O aumento das atividades exploratoria e o do numero de mergulhos no teste da
placa perfurada também sao considerados resultados favoraveis na avaliacdo da
atividade ansiolitica do 6leo de lavanda. Segundo Chen et al. (2005) a placa perfurada
possui atualmente popularidade como um modelo de ansiedade, oferecendo um
método simples na mensuragao da resposta do animal a um ambiente ndo familiar, com
a vantagem de que muitos comportamentos podem ser quantificados no teste.

Saitoh, Hirose, Yamada et al. (2006) afirmaram que o uso do método da placa
perfurada como um teste valido na busca de ansioliticos tem sua crenca na hipétese
que o comportamento dos animais expostos a uma situagdo nova resulta numa

competicao entre sua tendéncia exploratéria e sua tendéncia de abster-se de explorar.



Desta forma, de acordo com esta hipétese, um alto nivel de ansiedade resulta na
reducdo do comportamento de mergulho da cabeca, e um nivel decrescente de
ansiedade se manifesta no aumento do comportamento de mergulhos, sendo este,
portanto o parametro primordial do teste. Os resultados indicam que os dois parametros
modificados pelo 6leo de lavanda em diferentes concentragcbes foram os mesmos
observados para o controle positivo.

Chen et al. (2006 a) referem que o teste do campo aberto e a placa perfurada
sdo metodologias capazes de mensurar a resposta do animal a um ambiente nao
familiar e ambos podem ser usados para acessar a emocionalidade, ansiedade e
resposta ao estresse em animais. O animal com um estado correlacionado com a
ansiedade, que € desencadeada quando é inserido na arena do aparelho do campo
aberto devido aos estimulos de ambiente n&do-familiar e a iluminacao, tende a aumentar
seu comportamento de tigmotaxia, a defecagdo e sua auto-limpeza, enquanto
apresenta mais estados de congelamento motor e menores elevagoes.

O tratamento com o OEL nas trés concentracbes foi capaz de encerrar
resultados bastante significativos no teste do campo aberto em todos os parametros
avaliados. Os dados em relagdao a atividade do 6leo de lavanda nesta metodologia
estdo de acordo com os resultados apresentados pelo estudo de Shaw et al., (2007)
que estudaram amplamente os efeitos da inalagdo da lavanda em ratos no modelo do
campo aberto, o que resultou em redugcdo da tigmotaxia, ou seja, redugdo da
ambulacgao periférica da arena (centrifuga), redugcéo da quantidade de bolos fecais e do
comportamento de auto-limpeza e do tempo de imobilidade, além de aumento do
numero de elevagbes e da ambulacdo centripeta, caracterizando um potente efeito
ansiolitico.

Boer e Koolhaas (2003) conceituam o comportamento de encobrir
defensivamente um objeto apresentado pelos roedores como a retirada do material que
forra a gaiola com movimentos alternados de empurrar as patas anteriores ou da
cabeca em direcéo as fontes de estimulacao aversiva. Afirmam ainda que € um modelo
que pode ser amplamente empregado como expressdo comportamental dos roedores
nos estados de ansiedade e medo, sendo com confianca realizados em diversos

estudos de psicofarmacologia para descoberta de potenciais terapéuticos ansioliticos.



Ho e et al. (2002) e Broekkamp et al., (1986) e Treit et al., (1981), afirmaram que o
comportamento de encobrir esferas € suprimido por drogas ansioliticas e &, portanto
tomado como um indicativo de ansiedade, sugerindo que as esferas de vidro podem
fornecer um efetivo estimulo ndo condicionado que provoca uma resposta defensiva
dos animais. Com base nestas consideragdes podemos inferir que o tratamento
inalatorio do 6leo de lavanda nas concentragdes de 1% e 2,5% foi capaz de reduzir
significantemente o comportamento defensivo de esconder esferas.

O teste da interagcédo social é também uma metodologia que vém largamente
sendo empregada nos estudos psicofarmacolégicos da ansiedade, de acordo com
Chen et al (2005) é sensivel na deteccdo de agentes ansioliticos e ansiogénicos por
mensurar a duragcdo da interacdo social entre dois animais que se encontram pela
primeira vez, considerado portanto como um modelo de “ansiedade social”’. Segundo
Chen et al. (2006 a) foi descrito pela primeira vez no estudo de File e Hyde ha 27 anos
atras sendo o primeiro teste animal que usa uma forma natural de comportamento como
medida dependente, os parametros avaliados podem ser varios como a limpeza mutua,
comportamento sexual, além da atividade motora (ambulagdo) podendo, portanto
ampliar a avaliacdo de sintomas relacionados a ansiedade, visto que quando colocados
em ambiente desconhecido os animais tendem a reduzir a interagéo.

Nas concentragdes utilizadas, os ratos submetidos a tratamento inalatério com o
OEL aumentaram as atividades de interag&o social, sendo mais uma vez corroborada a
sugestiva atividade ansiolitica da esséncia; se deve também considerar certa a
afirmacéo que a acao do 6leo n&o foi devido a prejuizo motor, uma vez que no teste da
barra giratéria em nenhuma concentracdo em estudo e em nenhum tempo do teste a
atividade motora apresentou sinais de perturbagdo, embora alguns estudos relatem que
o 6leo de lavanda possui efeito sedativo (BUCHBAUER et al 1991), nenhum deles
também refere que este efeito seja grande a ponto de interferir com a cognigcdo ou a
coordenacao dos animais (SHAW et al 2007; BRADLEY et al. 2007).

O diazepam por sua vez apresentou um efeito sedativo que provocou um
prejuizo motor até os 60min. de observagéo, desta forma seu efeito ansiolitico pode
estar associado a tal prejuizo, a inalagdo do 6leo assim se mostra mais eficiente neste

contexto.



No teste da barra giratéria também se pode observar que o efeito do OEL
perdurou em todo o teste uma vez que a quantidade bolos fecais reduziu, e a
ambulagcdo dos animais em relagdo ao grupo controle aumentou, dados semelhantes
encontrados a triagem farmacoldgica realizada, na nossa pesquisa o tempo de
exposicdo ao aroma de lavanda de 7 min. se mostra eficiente em produzir o efeito
ansiolitico nas varias metodologias empregadas, em contrapartida a estudos que
referem ser o tempo necessario de exposi¢cao de no minimo 30 min. (SHAW et al,
2007). Bradley et al.(2007) afirmaram que o sinergismo dos constituintes dos oleos
essenciais acontece quando a mistura dos componentes trabalha de uma maneira
mais potente que cada componente individualmente; e no caso do 6leo de lavanda a
atribuicdo da atividade ansiolitica acontece devido ao sinergismo do linalool e do linalil
acetato principalmente.

Caracterizado seu perfil depressor relacionado ao tratamento de desordens da
ansiedade, realizou-se uma analise avaliatéria sobre um possivel mecanismo de acao
através do qual a esséncia produz este efeito. Elisabetsky et al. (2005) propuseram
que a administracdo intraperitonial de linalool, o principal componente do 6leo de
lavanda, possui efeito inibitorio sobre receptores glutamatérgicos in vitro, promovendo
efeitos de hiportermia, hipnéticos e anti-convulsivantes em camundongos.

Yamada, Mimaki e Sashida (2005) sugeriram que a inalagdo do 6leo de lavanda
da espécie Lavandula burnatii também foi capaz de aumentar a atividade neural
noradrénergica e dopaminérgica, induzindo uma reducdo nos niveis plasmaticos do
hormdnio adrenocorticotrépico (ACTH), reduzindo consequentemente os niveis do
horménio luteinizante (LH) e restabelecendo o nivel de catecolaminas em neurénios
centrais de ratos que inalaram éter.

Haze et al.(2002) investigaram que o efeito da inalagdo de varios O6leos
essenciais na atividade simpatica de adultos normais usando espectros de flutuagdes
da pressado sanguinea e mensuragdes dos niveis de catecolaminas e seus resultados
indicaram que o uso dos Oleos pela via inalatéria foi capaz de modular a atividade
simpatica em adultos sadios. Os autores associam estes resultados aos efeitos mentais
e emocionais causados pela estimulacio olfatéria, porém referem que nédo apenas os

Oleos causam efeitos compreendidos por alguns estudos como misticos, ou de



experiéncia relaxante adquirida e memorizada, mas que possuem agao farmacoldgica.
Afirmam, portanto que seus resultados estdo associados a interagdes fisiologicas entre
componentes dos Oleos em estudo e moléculas biolégicas tais como receptores
olfatorios, e que tal interacdo se da provavelmente através da ligagdo destes
componentes com sitios potenciais em receptores ionotropicos do acido aminobutirico
(GABA A), aumentando a afinidade do GABA com tais receptores e modulando a
transmiss&o neural no cérebro.

O achado de que o uso do Flumazenil no teste de esconder esferas foi capaz de
reverter o efeito do d6leo de lavanda pela via inalatéria na concentragao intermediaria de
1% esta de acordo com a consideragdo do estudo supracitado. Komori et al. (2006)
também referenciam que substancias volateis afetam os animais através de trés vias:
absorcdo da mucosa nasal e do trato respiratorio, estimulagdo de receptores
brénquicos e pulmonares e células olfatdrias diretamente e que apods tal interacao estas
substancias chegam a corrente sanguinea, atravessam a barreira hematoencefalica e
afetam a resposta mediada pelos receptores GABA A, 0 que promove um efeito
tranquilizante no cérebro. Shaw et al.(2007) também concordam ao relatarem
experimentalmente que o 6leo de lavanda pela via inalatéria age da mesma forma que
0s benzodiazepinicos, ou seja, potencializando as respostas dos receptores GABA-a.
Da mesma forma, Bladley et al. (2007) concordam que o OEL pela via inalatéria
potencializa as acdes do GABA, ao se ligar aos receptores GABA-a.

Boer e Koolhas (2003) estudaram extensivamente a neurobiologia da ansiedade
envolvida no modelo de esconder esferas e demonstraram experimentalmente que as
partes posteriores da regido septal, a regidao dorsal do hipocampo, a regidao caudal do
nucleo accumbens e os nucleos dorsais da rafe sado porgdes criticas do circuito neural
que esta envolvido no modelo de esconder esferas e que dentro de tais estruturas, o
neurotransmissor inibitério GABA através do complexo recetor GABA-a- GABA tem um
papel modulatério proeminente.

Malizia (1999) descreveu que ha deficiéncia na inibicdo cerebral devido a
redugao na transmissado gabaérgica o que permite elevagdes paroxisticas na ansiedade
durante os ataques de panico devido principalmente e trés fatores: expressao

diferenciada de receptores do GABA em pacientes com desordens do panico,



modificagdes induzidas pelo meio ambiente na configuragdo secundaria dos receptores
ou fosforilagdo endocitica destes; a presenga de neurotransmissores enddégenos que
bloqueiem a ligacdo ao GABA e diferencas nos sistemas aferentes da transmissao
serotoninérgica ou noradrenérgica que interfeririam no sistema gabaérgico.

Os ansioliticos que atuam pela via gabaérgica agem de forma alostérica, ou seja,
sdo classificados como moduladores uma vez que ao agirem em sitios especificos
centrais acoplados aos receptores GABA-, alostericamente, facilitam a transmissao
gabaérgica, a transmissao que envolve o principal neurotransmissor inibitério do SNC,
estando esta via relacionada com a expressao fisiolégica da ansiedade (NAZAR et al.,
1997). Bradley et al. (2007) afirmaram que o odor do Oleo de lavanda possui
mecanismo de ac&o similar ao diazepam, embora além do sistema GABA, atua através
de multiplas vias relacionadas ou ndo a via das benzodiazepinas, entre elas referem
vias que aumentam o nivel intracelular de AMPc. (NOGUEIRA et al. 1998).

Wheatley (2005) afirmou, com base nos resultados favoraveis de pesquisas que
vém sendo desenvolvidas com o uso da aromaterapia, ndo ser possivel acreditar que
0os compostos aromaticos sejam parte de efeitos benéficos apenas de uso da medicina
popular, visto que os dados cientificos apresentados demonstraram que a natureza
dispbe de remédios potenciais, baseados em fontes naturais para tratar a ansiedade;
contudo uma meticulosa investigagdo de como tais compostos derivados de plantas
podem ser usados em favor da humanidade no adequado emprego de drogas futuras é

necessaria, a fim de aprofundar o conhecimento de sua acao farmacoldégica.



Conclusdes



VIIl - CONCLUSOES

Os dados apresentados neste estudo torna possivel afirmar que:

o O OEL administrado pela via inalatoria possui atividade semelhante ao de
drogas ansioliticas, visto que foi estudado em metodologias bem

estabelecidas de ansiedade;

o O procedimento de exposi¢cdo dos animais ao aroma por 7 minutos se

mostra eficiente na investigagcao das propriedades ansioliticas do OEL,;

o As alteragcbes comportamentais apresentadas pelo OEL foram
semelhantes as de drogas depressoras do SNC, observadas durante a

triagem farmacologica comportamental;

o O efeito ansiolitico ndo implica em prejuizo motor, visto que no teste da

barra giratoria ndo se observou comportamento de incoordenagao motora;

o A possivel agado ansiolitica parece ser mediada pelos receptores olfatérios

que transmitem informagdes neurais e modulam a via gabaérgica,;
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ANEXO 1 - Protocolo Experimental
TRIAGEM FARMACOLOGICA COMPORTAMENTAL

NOME PLANTA/ EXTRATO : DOSE:
PARTE USADA VEICULO: DATA:___ | /
VIA DE ADMINISTRAGAO:
ESPECIE ANIMAL: SEXO:
RESPONSAVEL TECN.:
Quantificagdo dos efeitos
ATIVIDADE (0) sem efeito, (-) efeito diminuido, (+) efeito

FARMACOLOGICA

aumentado, (++) efeito intenso

30°

até 1h 2h 3h

1-SNC

a — Estimulante
Hiperatividade
Irritabilidade
Agressividade
Tremores
Convulsodes
Piloerecao
Movimento intenso das
vibrissas

QOutras

b — Depressora

Hipnose

Ptose palpebral

Sedacéao

Anestesia

Ataxia

Reflexo do endireitamento
Catatonia

Analgesia

Resposta ao toque diminuido
Perda do reflexo corneal
Perda do reflexo auricular

¢ - Outros comportamentos
Ambulacéao

Bocejo excessivo

Limpeza ou grooming
Levantar

Escalar

Vocalizar

Sacudir a cabecga
Contorgcdes abdominais
Abducdo das patas do trem
posterior




Pedalar
Estereotipia_
2 - SN AUTONOMO

Diarréia
Constipacao
Defecacao
Respiracao forgada
Lacrimejamento
Miccao

Salivacao

Cianose

Tono muscular
Forca para agarrar
3 — MORTE

Observagoes:




Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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