CAMILA CAROLINA DE MENEZES PATRICIO SANTOS

ESTUDO PSICOFARMACOLOGICO COMPARATIVO DA FORMA
RACEMICA, (RS)-(%)-LINALOL, E SEUS ENANTIOMEROS, (S)-(+)-
LINALOL E (R)-(-)-LINALOL EM CAMUNDONGOS.

UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
LABORATORIO DE TECNOLOGIA FARMACEUTICA
PROF. DELBY FERNANDES DE MEDEIROS
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM PRODUTOS NATURAIS E
SINTETICOS BIOATIVOS

JOAO PESSOA
2008



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



CAMILA CAROLINA DE MENEZES PATRICIO SANTOS

ESTUDO PSICOFARMACOLOGICO COMPARATIVO DA FORMA
RACEMICA, (RS)-(%)-LINALOL, E SEUS ENANTIOMEROS, (S)-(+)-
LINALOL E (R)-(-)-LINALOL EM CAMUNDONGOS.

Dissertagcao de Mestrado apresentada ao
Programa de Pés-Graduagao em Produtos
Naturais e Sintéticos Bioativos do
Laboratério de Tecnologia Farmacéutica
Prof. Delby Fernandes de Medeiros da
Universidade Federal da Paraiba, para
obtencdo do grau de MESTRE EM
PRODUTOS NATURAIS E SINTETICOS
BIOATIVOS. Area de concentracio:
FARMACOLOGIA.

ORIENTADOR:
Prof. Dr. Reinaldo N6ébrega de Almeida
CO-ORIENTADORA:

Prof®. Dr’. Liana Clébia Soares Lima de Morais

JOAO PESSOA
2008



FOLHA DE APROVAGAO

CAMILA CAROLINA DE MENEZES PATRICIO SANTOS

ESTUDO PSICOFARMACOLOGICO COMPARATIVO DA FORMA
RACEMICA, (RS)-(%)-LINALOL, E SEUS ENANTIOMEROS, (S)-(+)-
LINALOL E (R)-(-)-LINALOL EM CAMUNDONGOS.

Dissertagcao de Mestrado apresentada ao
Programa de Pés-Graduagao em Produtos
Naturais e Sintéticos Bioativos do
Laboratério de Tecnologia Farmacéutica
Prof. Delby Fernandes de Medeiros da
Universidade Federal da Paraiba, para
obtencdo do grau de MESTRE EM
PRODUTOS NATURAIS E SINTETICOS
BIOATIVOS. Area de concentracio:
FARMACOLOGIA.

Aprovada em: 05/03 /2008

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Reinaldo N6ébrega de Almeida
Orientador — UFPB

Prof®. Dr?. Liana Clébia Soares Lima de Morais
Co-Orientadora — UFPB

Prof. Dr. Josemar Sena Batista
Examinador externo — UFS

Prof.? Dr.? Marcia Regina Piuvezam
Examinadora interna - UFPB



Aos meus pais, Paulo Luis dos Santos e
Maria Gorett de Menezes Patricio Santos,
razdo da minha vida, exemplos de amor,
coragem, for¢a e perseveranga.

Amo Vocés Incondicionalmente!



AGRADECIMENTOS

A Deus, por toda minha existéncia, por me proporcionar serenidade e paciéncia nos

momentos mais decisivos da minha vida.

A toda minha Familia, pelos momentos de alegria e unido e por sempre torcerem

por mim.

Ao Prof. Dr. Reinaldo N6ébrega de Almeida, meu orientador, que acreditou em mim,

exemplo de sabedoria, serenidade, competéncia e dedicagao.

A Dr2. Liana Clébia Soares Lima de Moraes, minha co-orientadora, ndo so6 pelos
valiosos ensinamentos, mas principalmente pela amizade, companheirismo e alegria

contagiante.

Ao Dr. Damiao Pergentino de Sousa, pela colaboracao direta e fornecimento da
substancia estudada.

A todos os professores do Curso de Pds-graduacéo, pelos ensinamentos cientificos

e pelo incentivo.

A todos os amigos de turma do mestrado, em especial, aos meus queridos amigos,
Adriana Oliveira, Aline Macedo, Vanine Mota, Vivianne Medeiros, Marcela
Rodrigues, Gabriela Lemos, Danielle Serafim, Ana Claudia e Steno Lacerda,

pela unido e amizade conquistada.

Aos meus amigos do laboratério, André Pinho, Franklin Nébrega, Rubens
Benedito e Fernando Oliveira, que me proporcionaram momentos de aprendizado

e muito companheirismo.

As doutorandas, Marilene Rocha e Leandra Gomes, pelos ensinamentos e pelo

carinho que me demonstraram nesta fase da minha vida.



Aos demais colegas do laboratério, Maria Raquel Vitorino, Maria Clécia Sena,
Flavia Souto Maior, Nayana Gondin, Kyldare, Guilherme, Bruno Vinicius pela

colaboracgéo e pela amizade proporcionada.

Ao Coordenador do Programa de Pds-graduagdo em Produtos Naturais e Sintéticos
Bioativos, Prof. Dr. José Maria Barbosa-Filho, pelo tratamento cordial.

A Luis Cordeiro e Adriano Silva, pela disponibilidade e apoio técnico

imprescindivel na execucéo deste trabalho.

A José Crispim Duarte, meu "amiguinho", uma pessoa fundamental nessa minha

caminhada. Muito obrigada pelo carinho e dedicagao.

A todos os funcionarios do Laborat6rio de Tecnologia Farmacéutica e a secretaria

da Pés-graduagao Tania Maria Araujo, pelos servigos prestados.

Ao Biotério Prof. Dr. Thomas George do Laboratério de Tecnologia Farmacéutica

pelo fornecimento dos animais.

Desejo também deixar registrado meu respeito a todos os animais utilizados durante

a realizacao dos testes.

Ao CAPES, pelo apoio financeiro.

A todos que acreditaram e torceram por mim.



“€ eealamunte 4 vida, qut, augindo novis cwioridade, lva-nos ao
corbeciminto; € o Ankito de Todos 4 vida que nos [4y solidénios; € 4 opgio

i vida que ot Torma icos.”

(Paclo Freine)



RESUMO

O linalol € um monoterpeno presente em mais de 200 espécies de plantas,
ocorrendo naturalmente nas formas racémica, (RS)-(x)-linalol, e enantioméricas, (S)-
(+)-linalol e (R)-(-)-linalol. O linalol apresenta varias atividades farmacolégicas sobre
o SNC, entre elas, sedativa, hipnética e anticonvulsivante. Tendo em vista o
comprovado efeito da forma racémica, o presente trabalho realizou um estudo
psicofarmacologico comparativo em camundongos com as trés formas do linalol,
investigando qual dos enantidmeros tem maior relagdo com o efeito da forma
racémica. Na Triagem Farmacolégica Comportamental, observaram-se algumas
alteragcdes comportamentais semelhantes a drogas depressoras do SNC, sendo
mais intensas nos animais tratados com (R)-(—)-linalol ou (RS)-(x)-linalol.
Caracterizou-se melhor esses resultados no Teste do Campo Aberto, onde o (R)-(-)-
linalol e o (RS)-(%)-linalol (100 e 150 mg/kg) diminuiram significativamente a
ambulagcdo e a quantidade de levantar, sugerindo que o efeito sedativo da forma
racémica esta significativamente relacionado ao seu enantibmero (R)-(-)-linalol. O
(RS)-(x)-linalol (100 mg/kg) e o (R)-(-)-linalol (150 mg/kg) causaram redugao
significativa do tempo de permanéncia dos animais na barra giratoria no Teste do
Rota-rod. Na avaliagado da atividade ansiolitica, os animais tratados com o (S)-(+)-
linalol (100 mg/kg) apresentaram alteragcdes indicativas de efeito ansiolitico,
caracterizadas por aumento no numero de entradas e no tempo de permanéncia nos
bracos abertos, enquanto que o (R)-(-)-linalol (100 e 150 mg/kg) e o (RS)-(x)-linalol
(150 mg/kg) apenas reduziram o numero de entradas nos bragos fechados, sendo
que nestes ultimos, a sedacido pode ter interferido com a atividade locomotora
desses animais. Na avaliacdo da atividade anticonvulsivante, evidenciou-se uma
protecdo contra as convulsdes induzidas pelo Pentilenotetrazol causada,
principalmente, pelo (R)-(-)-linalol e (RS)-(x)-linalol (300 mg/kg), onde a
percentagem de protecdo foi a mesma para estas duas formas. Houve também um
aumento da laténcia para o inicio das convulsdes, sendo que na dose de 100 mg/kg
apenas o (RS)-(z)-linalol aumentou significativamente; na dose de 200 mg/kg, o (R)-
(—)-linalol e (RS)-(z)-linalol e na dose de 300 mg/kg os trés aumentaram a laténcia
de forma significativa. No Teste do Eletrochoque Auricular, houve uma protegéao e
uma reducdo na duracdo das convulsdes nos animais tratados com as trés formas
de linalol indistintamente (200 e 300 mg/kg), sendo que o (RS)-(x)-linalol protegeu
100% os animais contra as convulsdées (300 mg/kg). O (R)-(-)-linalol e o (RS)-(%)-
linalol promoveram protec&o para o desenvolvimento das convulsdes induzidas pela
Picrotoxina, observando-se aumento da laténcia para o inicio das convulsées com o
(RS)-(x)-linalol (200 mg/kg), enquanto que na dose de 300 mg/kg esse aumento foi
provocado pelos trés linaldis. Portanto, a partir dos dados experimentais obtidos, &
possivel inferir que o efeito psicofarmacologico, particularmente nas atividades
ansiolitica e anticonvulsivante, do (RS)-(t)-linalol esta relacionado principalmente
com o seu enantiomero (R)-(—)-linalol.

PALAVRAS-CHAVE: Linalol, Monoterpeno, Oleo essencial, Atividade ansiolitica,
Atividade anticonvulsivante.



ABSTRACT

Linalool is a monoterpene present over 200 species of plants, occurring naturally in
the racemate form, (RS)-(¢)-linalool, and two enantiomers forms, (S)-(+)-linalool and
(R)-(=)-linalool. Linalool possesses several pharmacological activities on the CNS,
such as sedative, hypnotic and anticonvulsant. In view of the proven effect of the
racemic form, the present work performed psychopharmacology comparative study in
mice, using three linalool's forms, to investigate which enantidmero has major
relation with the effect of the racemic form. In the Behavioral screening, was
observed some alterations of behavior similar to the depressant drugs of the CNS,
with more intensity alterations in the animals treated with (R)-(—)-linalool and (RS)-
(x)-linalool. It is better characterized these results in the Open field test, where (R)-(—
)-linalool and (RS)-(z)-linalool (100 and 150 mg/kg) caused a significant decrease of
the ambulation and rearing, suggesting that the sedative effect of the racemic form is
significantly related to the enantidmero (R)-(=)-linalool. (RS)-(x)-linalool (100 mg/kg)
and (R)-(-)-linalool (150 mg/kg) caused significant decrease of the time of
permanence of the animals in the revolving bar, in the Rota-rod test. In evaluation of
the anxiolytic activity, the animals treated with (S)-(+)-linalool (100 mg/kg) presented
alterations that show an anxiolytic effect characterized by increasing in the number
of entries and the time spent into open arms, and (R)-(-)-linalool (100 and 150
mg/kg) and (RS)-(x)-linalool (150 mg/kg) only decreased the number of entries into
closed arms. Nevertheless, the sedation may have interfered with the locomotive
activity of these animals. In the evaluation of anticonvulsant activity, showed a
protection against seizures induced by PTZ injection caused mainly by (R)-(-)-linalool
and (RS)-(x)-linalool (300 mg/kg), which the protection percentage was similar. It had
also an increase of the latency to seizures onset, in the dose of 100 mg/kg, only
(RS)-(z)-linalool significant increased; in the dose of 200 mg/kg, (R)-(—)-linalool and
(RS)-(x)-linalool and in the dose at 300 mg/kg of the three linalools forms increased
significantly the latency. In the MES test, it had a protection and a decreased in the
duration of the convulsions in animals treated with three linalools forms (200 and 300
mg/kg); (RS)-(x)-linalool protected 100% of the animals from seizures (300 mg/kg).
The (R)-(-)-linalool and (RS)-(t)-linalool protected from seizures induced by PIC,
observing enhanced of latency to seizures onset with (RS)-(+)-linalool (200 mg/kg),
while in dose of 300 mg/kg, this enhanced was provoked by three linalools.
Therefore, taken into account all the results it is possible to infer that the
psychopharmacology effect, particularly in the anxiolytic and anticonvulsant activities
of (RS)-(x)-linalool it is related mainly with this enantidmero (R)-(—)-linalool.

KEY-WORDS: Linalool, Monoterpene, Essential oil, Anxiolytic activity, Anticonvulsant
activity.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1A — Estrutura quimica do iSOPreno.............oevvviveeieiiieiiee e,
Figura 1B — Estrutura quimica do monoterpeno.........cccccoeeeeeeiieiiieiieiiiiinnnn
Figura 1C — Estrutura quimica do sesquiterpeno...........ccccooeiveieeiiiiiiccccnceeennn.
Figura 2A—- Estrutura quimica do mentol.............ooovvriiiiiiiiiei e,
Figura 2B — Estrutura quimica da a,B-epéxi-carvona............ccccccccceeeeeeeeeeennn.
Figura 3 -  Estrutura quimica de 2-bromobutano e seus enantibmeros........
Figura4 — llustragdo da propagacéo da luz em um polarizador...................
Figura 35—  Estrutura quimica de (RS)-(+)-Linalol...........cccerviieiiiieiiiiecinne
Figura 6A — Estrutura quimica de (S)-(+)-Linalol...........ccccouimiiiiiiiiii
Figura 6B — Estrutura quimica de (R)-(—=)-Linalol..............ccccoovrriiiiiccen.
Figura7 - Camundongo Suigo macho e albino, em detalhe........................
Figura 8A — Viséao frontal do aparelho do Campo Aberto...........ccccceeveeeeeeeen...
Figura 8B — Detalhe do piso da arena do Campo Aberto..........ccccevveeueennn..
Figura9 —  Aparelho do Rota-rod.............coooiiiiiiiiiii e
Figura 10 — Aparelho do Labirinto em Cruz Elevado............cccccoovvvviivincennnn..
Figura 11 — Aparelho do Eletrochoque Auricular Maximo............cccccccuueennnn.
Figura 12 - Resumo esquematico do Estudo Comparativo

Psicofarmacolégico dos Linaléis em camundongos....................



Quadro 1 -

Quadro 2 -

Quadro 3 -

Quadro 4 -

Quadro 5 -

LISTA DE QUADROS

Protocolo utilizado na Triagem Farmacolégica Comportamental.....

Principais  alteracbes comportamentais observadas em
camundongos decorrentes da administracdo de (S)-(+)-Linalol,
(R)-(=)-Linalol € (RS)-(£)-Linalol.........cccoioiiiieeeeee e

Percentual de protecdo das convulsées e de mortalidade dos
camundongos tratados com (S)-(+)-Linalol, (R)-(-)-Linalol, (RS)-
(x)-Linalol e Diazepam durante o Teste das convulsbes induzidas

quimicamente pelo Pentilenotetrazol...............ccccooiiiiiiiiiie

Percentual de protecdo das convulsées e de mortalidade dos
camundongos tratados com (S)-(+)-Linalol, (R)-(-)-Linalol, (RS)-
(x)-Linalol e Fenitoina durante o Teste das convulsdes induzidas

pelo Eletrochoque Auricular...............ooeiiiiiii e

Percentual de protecdo das convulsées e de mortalidade dos
camundongos tratados com (S)-(+)-Linalol, (R)-(-)-Linalol, (RS)-
(x)-Linalol e Diazepam durante o Teste das convulsbes induzidas

quimicamente pela PicrotoXina............cccoiieiiiiiiiie e

61

73

75



Grafico 1 —

Grafico 2 —

Grafico 3 —

Grafico 4 —

Grafico 5A —

Grafico 5B —

Grafico 5C -

Grafico 6 —

Grafico 7 —

Grafico 8 —

LISTA DE GRAFICOS

Efeito do (S)-(+)-Linalol, (R)-(-)-Linalol e (RS)-(x)-Linalol sobre a

Ambulagao no Teste do Campo Aberto em camundongos...........

Efeito do (S)-(+)-Linalol, (R)-(-)-Linalol e (RS)-(x)-Linalol sobre o

Rearing no Teste do Campo Aberto em camundongos.................

Efeito do (S)-(+)-Linalol, (R)-(—)-Linalol e (RS)-(x)-Linalol sobre o
tempo de Grooming no Teste do Campo Aberto em

(o710 0 18] To (0] g Vo o 1= PP

Efeito do (S)-(+)-Linalol, (R)-(—)-Linalol e (RS)-(x)-Linalol sobre a
Defecagéo no Teste do Campo Aberto em camundongos............

Efeito do (S)-(+)-Linalol, (R)-(-)-Linalol e (RS)-(z)-Linalol, na
dose de 50 mg/kg, sobre a coordenacdo motora de

camundongos no Teste do Rota-rod............cccccceeiviiiiiiiiciiciineeeenn.

Efeito do (S)-(+)-Linalol, (R)-(-)-Linalol e (RS)-(z)-Linalol, na
dose de 100 mg/kg, sobre a coordenagdo motora de

camundongos no Teste do Rota-rod............ccccceeieiiiiiiiiiieiieneeennn.

Efeito do (S)-(+)-Linalol, (R)-(-)-Linalol e (RS)-(x)-Linalol, na
dose de 150 mg/kg, sobre a coordenagdo motora de

camundongos no Teste do Rota-rod.............coooviiiiiiiiiieeneeeeeee

Efeito do (S)-(+)-Linalol, (R)-(—)-Linalol e (RS)-(x)-Linalol no
Teste do Labirinto em Cruz Elevado (Bragos Abertos). (A)

Numero de entradas e (B) Tempo de permanéncia (seg).............

Efeito do (S)-(+)-Linalol, (R)-(—)-Linalol e (RS)-(x)-Linalol no
Teste do Labirinto em Cruz Elevado (Bragos Fechados). (A)

Numero de entradas e (B) Tempo de permanéncia (seg).............

Efeito do (S)-(+)-Linalol, (R)-(-)-Linalol e (RS)-(x)-Linalol sobre
as convulsdes induzidas quimicamente pelo Pentilenotetrazol

€M CAMUNAONGOS. ....coiiiiiiieiiiiiiiiie ettt e e et e e e e e e e e e e e e e s e aneeeneenees

63

64

65

66

67

68

68

70

71



Grafico 9 —

Grafico 10 —

Efeito do (S)-(+)-Linalol, (R)-(-)-Linalol e (RS)-(z)-Linalol sobre
as convulsdées induzidas pelo Eletrochoque Auricular Maximo

(=70 a1 o= 10 010 gTo (o] g To [0 1< TSP

Efeito do (S)-(+)-Linalol, (R)-(-)-Linalol e (RS)-(x)-Linalol sobre
as convulsdes induzidas quimicamente pela Picrotoxina em

(07210 418 ] pTo (o] o o F- J PP TP PP

75



LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

5-HT1a Receptor serotoninérgico — subtipo 1A
AINE Antiinflamatério ndo esteroidal
ANOVA Andlise de variancia

BTG Biotério Prof. Dr. Thomas George
BZD Benzodiazepinicos

C3 Carbono 3

cr ion cloreto

DAEs Drogas antiepilépticas

DL Dose letal 50%

Dr. Doutor

Dra. Doutora

e.p.m. Erro padrao da média

EAM Eletrochoque Auricular Maximo

et al e colaboradores

GABA Acido gama amino butirico

GABAA Receptor de acido gama amino butirico tipo A
i.p. Intraperitoneal

K* fon potassio

LTF Laboratério de Tecnologia Farmacéutica
Na* ion sédio

NMDA N-metil-D-aspartato

OEs Oleos essenciais

PIC Picrotoxina

Prof. Professor

PTZ Pentilenotetrazol

r.p. m. Rotagdes por minuto

seg Segundo

SNC Sistema Nervoso Central

Tween 80 Polioxetileno Sorbitano Monoleato
UFPB Universidade Federal da Paraiba



SUMARIO

= INTRODUGAO. ... eesee s

Il - FUNDAMENTAGAO TEORICA ........ccoooooooooeeeoeeeeoeeeeeeeeeeeee e
2.1 Consideragdes gerais sobre PsSicotropiCoS........cccovveeeeiiiieiiiiiiiieen

2.1.1 Drogas AnSIOlitiCaS. .......ueiiiiiiiiiiiiiiie e

2.1.2 Drogas Antiepil€pticas..........ooevuiiiiiiiiiiiiie e

2.2 Consideracdes Gerais sobre os Oleos ESSeNcCiais.........cccceevveeveeeeenn...
2.3 Consideragdes Gerais sobre Enantiomeros..............ccceeeeeeeiiiiiceeeeeeennnen.

2.4 Consideragdes Gerais sobre o Linalol..............cccceeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiceeeeeee,

= OBJETIVOS. ...

IV = MATERIAL ... .o ettt
g I AN o110 g = V=TSRSS

4.1.1 CondigBes experimentais. ..o

4.2 Substancias Utilizadas.............cccoooriric
4.3 Obtengao dos LiNalOis........cccooieeeeiiieeieeeeeee e
4.4 AparelNagem.... ..o

4.4.1 Aparelho do Campo AbErto..........cceeeeiieiiiiiiieeeeeiee e,
4.4.2 Aparelho do Rota-rod............cccooviiiiiiiiiii e,
4.4.3 Aparelho do Labirinto em Cruz Elevado............cccccccceeiiiinniennneeen.
4.4.4 Aparelho do Eletrochoque Auricular Maximo.............cccccccceceeeeennn..

V — METODOS. ...t ee e,
5.1 Avaliacao Preliminar da Atividade sobre o Sistema Nervoso Central....

5.1.1 Triagem Farmacologica Comportamental..............ccceeveiiiiinnnnnnnn.

5.2 Avaliacédo Geral da Atividade sobre o Sistema Nervoso Central...........

5.2.1 Teste do Campo ADBErtO..........coeiiiiiiiiiiiiieeeee e
5.2.2 Teste dO ROta-rod...........covuiiiiiiiii e

5.3 Avaliagéo da Atividade Psicodepressora..........ccooevvvuieuiiieiieeeeeeeeeeeee

5.3.1 Avaliagéo da Atividade Ansiolitica..........cccooeeeiiiiiiiiiie
5.3.1.1 Teste do Labirinto em Cruz Elevado...........cccccuveeeveennnnnn.
5.3.2 Estudo da Atividade Anticonvulsivante...............cccceeiiiiiiiiiiiiiinnnes
5.3.2.1 Teste das convulsdes induzidas pelo Pentilenotetrazol....
5.3.2.2 Teste das convulsdes induzidas pelo Eletrochoque..........

18
23
23
23
26
29
31
36
44
46
46
46
47
47
48
48
48
49
50
51
52
52
54
54
54
55
55
55
56
56



5.3.2.3 Teste das convulsdes induzidas pela Picrotoxina.............
5.4 Analise EstatistiCa..........coouuiiiiiiiiiiie e

VI — RESULTADOS ... ..o
6.1 Avaliacao Preliminar da Atividade sobre o Sistema Nervoso Central....

6.1.1 Estudo Comparativo dos Linalois na Triagem Farmacoldgica

Comportamental.............ooooiiiiiii

6.2 Avaliacdo Geral da Atividade sobre o Sistema Nervoso Central...........
6.2.1 Estudo Comparativo dos Linalois no Teste do Campo Aberto......
6.2.2 Estudo Comparativo dos Linaldis no Teste do Rota-rod...............
6.3 Avaliagdo da Atividade Psicodepressora............cccceeeeiiiieeieieiiieeciiiiiinnnnes

6.3.1 Avaliacao da Atividade Ansiolitica..............ceuueeeiiriiiiiiiieeieeiii

6.3.1.1 Estudo Comparativo dos Linaldis no Teste do Labirinto

em Cruz Elevado...........ooooiiiiiiiicee e
6.3.2 Avaliagédo da Atividade Anticonvulsivante.............cccccciiiceinnnn.

6.3.2.1 Estudo Comparativo dos Linaldis no Teste das

Convulsdes Induzidas pelo Pentilenotetrazoil....................

6.3.2.2 Estudo Comparativo dos Linalois no Teste das
Convulsdes Induzidas pelo Eletrochoque Auricular

MAXIMNO ..o e

6.3.2.3 Estudo Comparativo dos Linaldis no Teste das

Convulsdes Induzidas pela Picrotoxina...........ccccoeeeeeeen..

VIE=DISCUSSAO............oooooeieooeeeeeeeeeeeeeeeeees oo
VI = CONCLUSOES..........ccoooooooeeoeeeeeeeeeeeeeeeeeee e
REFERENCIAS............ooooioooooeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee oo

60
63
63
67
69
69

69
72

72

74

76
79
89
91



Introducdo



Iwhodugia 18

| - INTRODUGAO

As principais doengas que acometem a populagdo no século XXI,
provavelmente, sao diferentes daquelas que receberam a maior parte dos recursos
médicos durante os Ultimos 100 anos. A medida que a mortalidade especifica de
cada faixa etaria diminui constantemente, ocorre um desvio dos disturbios
infecciosos agudos e dos disturbios nutricionais em favor dos disturbios mais
cronicos, associados ao estilo de vida. A morbidade psiquiatrica € comum entre os
pacientes no cenario ambulatorial médico geral nos paises desenvolvidos e
subdesenvolvidos, sendo os diagnosticos mais frequentes a depresséo, o transtorno
de ansiedade generalizada, os transtornos somatoformes, o abuso de substancias e
os transtornos de personalidade (SCHIFFER, 2005).

A natureza oferece, através das plantas, um recurso de inigualavel
rigueza e potencial terapéutico para inumeras enfermidades e disturbios que
acometem os seres humanos, inclusive para as doengas com manifestagdes
neuroldgicas e disturbios psiquiatricos (ALMEIDA et al., 1999; QUINTANS-JUNIOR
et al., 2002).

Desse modo, a Fitoterapia constitui uma forma de terapia medicinal
que vem crescendo nesses ultimos anos, ao ponto que o mercado mundial de
fitoterapico tem girado em torno de 22 bilhdes de ddlares (PINTO et al., 2002;
BRAGGIO, 2003). E importante mencionar que a maioria da populagdo dos paises
em desenvolvimento utiliza as plantas medicinais para satisfazerem suas
necessidades em saude, sendo frequentemente empregados em servigos primarios
e atendimento basico em saude. Em ambas as situagdes, para pessoas que moram
em regides de dificil acesso, caracterizado pelo unico servigo de saude disponivel, e
para pessoas que vivem em regides pobres, os quais se mostram como unicos
remédios disponiveis, as plantas medicinais tém tido ampla utilizagdo. Mesmo em
areas onde os medicamentos modernos estdo disponiveis, o interesse pela
Fitoterapia aumentou rapidamente nos ultimos anos (MELLO, 2006).

A Organizagdo Mundial de Saude (OMS) reconhece a importancia de
se incorporar a saude publica os principios, recursos e técnicas da medicina natural,
que apresenta baixo custo quando comparada a industria farmacéutica tradicional
(REVILLA, 2004) e estimula o uso das plantas medicinais principalmente pela

populacdo de paises pobres, embora recomende cuidados especiais no seu uso,
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pela distribuicdo de manuais para orientar estudos cientificos que confirmem sua
seguranca e eficacia clinica (CALIXTO, 2001).

O interesse pelos extratos de plantas utilizadas na medicina popular
aumentou, através de estudos de diferentes efeitos farmacoldgicos, na tentativa de
conseguir novos compostos com menos efeitos indesejaveis do que os farmacos ja
existentes. Apesar do uso tradicional e do elevado consumo de plantas medicinais, é
necessario conhecer a dose eficaz e aquela que produz toxicidade, sendo, dessa
forma, fundamental o estudo farmacodinamico e toxicoldgico padronizado. O estudo
farmacologico pré-clinico de um produto natural comprova a eficacia e a toxicidade
das plantas visando os seus beneficios para uso humano. Além disso, tracam o
perfil dos efeitos colaterais, relacionando esses efeitos as doses e a um possivel
mecanismo de agao em varias espécies de animais de experimentacao (LAPA et al.,
2003).

Numerosas plantas medicinais tém reconhecidas atividades no SNC e
elas tém, no minimo, um potencial hipotético que afeta condi¢des crdnicas tais como
ansiedade, depressdo, cefaléias ou epilepsia, que n&o respondem bem aos
tratamentos convencionais (PHILLIPSON, 2001; CARLINI, 2003; BLANCO et al.,
2007).

Para o tratamento da ansiedade, desde os tempos antigos, algumas
plantas tém sido usadas como alternativa terapéutica, destacando-se entre elas, a
Passiflora incarnata L. (maracuja), Valeriana officinalis L. (valeriana) e Piper
methysticum (kava-kava) com propriedades sedativas e ansioliticas comprovadas
(CARLINI, 2003). As plantas medicinais s&o também muito utilizadas para alivio da
dor, como por exemplo, Papaver somniferum (papoula), Aloe vera (babosa) e Lippia
alba (erva-cidreira) (ALMEIDA; NAVARRO; BARBOSA-FILHO, 2001). Para o
tratamento da epilepsia sdo indicadas as folhas de Aloysia triphyla (erva-luisa), e
Lippia citriodora Kunth (salva-limdo) (FRANCO; FONTANA, 2002); os chas de
Ptychopetalum olacoides Benth. (muirapuama), Uncaria tomentosa (unha de gato) e
Copaifera officinalis L. (copaiba) (REVILLA, 2004); as folhas de Rosmarinus
officinalis L. (alecrim) e folhas e flores de Chysanthemum parthenium (L.) Bern.
(artemisia) (MARTINS et al., 1998).

Tendo em vista a alta incidéncia de efeitos adversos causados com o
uso de medicamentos para o tratamento psiquiatrico, este € um dos fortes motivos

da atual busca de novas alternativas de medicamentos mais eficazes, com
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reduzidos efeitos téxicos e baixo custo, principalmente envolvendo produtos de
origem sintética, semi-sintética e natural. Neste ultimo caso, os Oleos essenciais tém
surgido com destaque, considerando varios resultados promissores obtidos com
algumas amostras desses produtos de plantas aromaticas.

O poder curativo das plantas aromaticas ja era conhecido ha mais de
seis mil anos pelos egipcios e esse conhecimento se expandiu, através dos séculos,
em diferentes culturas e constitui, atualmente, a base da utilizacdo dos o6leos
essenciais com os mais diversificados fins terapéuticos (NUNES, 1996; ALMEIDA;
MOTTA; LEITE, 2003).

Os oleos essenciais (OEs) sao produtos naturais que exibem uma
variedade de propriedades bioldgicas, tais como analgésica (ALMEIDA; NAVARRO;
BARBOSA-FILHO, 2001), ansiolitica (UMEZU et al., 2002; ALMEIDA et al., 2004) e
anticonvulsivante (ALMEIDA; MOTA,; LEITE, 2003). Estes efeitos sdo atribuidos aos
monoterpenos, os quais sdo os maiores componentes quimicos dos OEs (VIANA et
al., 2000; DE SOUSA et al., 2006a).

O linalol, um monoterpeno alcool aciclico, encontrado numa
diversidade de espécies aromaticas, apresenta inumeras propriedades
farmacoldgicas, entre elas, atividades sobre o SNC, tais como sedativa e
anticonvulsivante (ELISABETSKY; COELHO DE SOUZA; DOS SANTOS, 1995;
ELISABETSKY; MARSCHNER; SOUZA, 1995; BARROS; ELISABETSKY, 1996).
Também ocorrem na natureza duas formas enantioméricas do Linalol: o (S)-(+)-
linalol e (R)-(-)-linalol, tendo este ultimo, comprovada atividade antinociceptiva
(PEANA et al., 2003, 2004a, 2004b).

A avaliagdo farmacoldgica dos compostos quirais numa fase inicial da
pesquisa, pode resultar na selegdo de um isbmero puro. Este processo de selegao
pode maximizar o potencial para uma atividade especifica e minimizar o potencial
para causar efeitos adversos.

Diante da necessidade da descoberta de alternativas farmacoldgicas
para o controle de diversas patologias que comprometem o SNC, e diante dos
resultados promissores obtidos com o estudo da forma racémica do monoterpeno
linalol sobre a atividade anticonvulsivante e ansiolitica, o presente trabalho realizou
um estudo psicofarmacolégico comparativo com as trés formas do linalol: (RS)-(z)-
linalol, (S)-(+)-linalol e (R)-(=)-linalol, buscando evidenciar, por meio de experimentos

com camundongos, a relagao entre o racemato e seus enantibmeros.
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Pesquisas bibliograficas realizadas foram fatores preponderantes para
a realizacdo deste trabalho, uma vez que ndo ha na literatura estudos comparativos
com os linaldis, nesta amplitude.

A principio, foi realizada uma triagem farmacolégica comportamental
comparativa, seguindo-se dos testes gerais que possibilitaram a caracterizagao de
cada forma do linalol, demonstrando-se o efeito depressor central dessas
substancias, de modo que houve uma relagdo mais especifica da forma racémica
com seu enantidbmero (R)-(-)-linalol.

Para uma maior complementagéo desse estudo comparativo, seguiu-se
com a realizagdo de metodologias mais especificas para caracterizar o efeito de
cada forma do linalol nas atividades ansiolitica e anticonvulsivante.

Dessa forma, o presente trabalho objetiva contribuir para a pesquisa
cientifica no que se refere a investigagédo farmacolégica em modelos animais de uma
nova molécula bioativa originada de um composto natural, investigando-se a
enantioseletividade do linalol, na perspectiva de elaboragdo de um novo agente
farmacolégico desprovido de efeitos adversos graves e que possa se tornar futuro
farmaco com atividade no SNC, em especial com atividade ansiolitica e/ou

anticonvulsivante.
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Il - FUNDAMENTAGAO TEORICA

2.1 Consideragoes Gerais sobre Psicotropicos

Ha milénios, sao conhecidas substancias quimicas que exercem seus

efeitos no Sistema Nervoso Central (SNC) e que, de alguma forma, promovem

modificagdes comportamentais, no humor ou nos aspectos emocionais, sendo hoje

denominadas drogas psicoativas ou psicotropicas, empregadas para tratar ou aliviar
doencas psiquicas desde meados de 1950 (ALMEIDA; BARBOSA-FILHO, 2006).

De acordo com Almeida e Barbosa-Filho (2006), as drogas

psicotropicas podem ser classificadas em:

Psicoanalépticos (estimulantes da atividade do SNC), que inclui as
drogas que excitam o psiquismo, tais como: agentes convulsivantes,
drogas inibidoras do apetite, estimulantes da vigilia, estimulantes
maiores e menores e drogas antidepressivas;

Psicolépticos (depressores da atividade do SNC). Neste grupo estéo
inseridos os neurolépticos (antipsicoticos), hipndticos, ansioliticos,
analgésicos opidides, alcoois, anestésicos gerais e anticonvulsivantes;
Psicodislépticos (alucindbgenos ou perturbadores da atividade do SNC).
As drogas compreendidas nesta classe nao tém uso terapéutico.
Podem ser: alucindégenos verdadeiros (ex: ecstasy, LSD e heroina) e
alucinégenos secundarios (ex: atropina e escopolamina);
Parapsicotropicos, que correspondem aos medicamentos que néao
apresentam um perfil adequado a nenhuma das classes anteriores.
Sao eles: estabilizadores do humor, drogas para o tratamento do

alcoolismo e drogas antiparkinsonianas.

2.1.1 Drogas Ansioliticas

Os disturbios de ansiedade constituem a maior prevaléncia entre as

varias doencgas psiquiatricas na populagao em geral (SILVA; LEITE, 2000).
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A ansiedade e o medo frequentemente induzem, de forma adicional, a
essas ocorréncias psicoldgicas: aumento da tensdo muscular, disfungédo do sistema
nervoso autdbnomo, com aumento da frequéncia cardiaca, forga de contragdo e
batimentos cardiacos, alteragcbes respiratérias, hipersecrecdo gastrica e urgéncias
de miccéo e defecagdo (GRAEFF; GUIMARAES, 2000).

A psicoterapia tem sido considerada como uma das formas mais
eficientes de tratamento da ansiedade a longo prazo. Porém, as drogas ansioliticas
sdo empregadas com sucesso no alivio dos estados de ansiedade aguda e uma
criteriosa associagdo desses medicamentos com 0s recursos psicoterapicos tem
proporcionado os melhores resultados (GRAEFF; GUIMARAES, 2000).

O termo “ansiolitico” é designado aos agentes farmacoldgicos
empregados no tratamento da ansiedade patoldgica, promovendo o alivio dos
sintomas sem interferir excessivamente com outras fungdes cerebrais. Fazem parte
deste grupo de medicamentos os benzodiazepinicos (BZDs) e varias outras classes
de drogas, entre elas a dos barbituricos e azaspironas (LEITE; SIQUEIRA, 2006).

Os BZDs (ex: diazepam) constituem o grupo mais importante de
farmacos para o tratamento da ansiedade e eles estdo entre as drogas mais
comumente prescritas para esta patologia (LADER; MORTON, 1991; GRUNDMAN
et al., 2007). Quando os BZDs se ligam a subunidade do complexo receptor GABA,
promovem uma alteragdo conformacional no receptor, provocando o aumento da
afinidade entre o GABA (acido gama-aminobutirico) e o sitio receptor
correspondente, o que, por sua vez, aumenta a possibilidade de ligagdo do GABA.
Assim, os BZDs sdo os moduladores alostéricos do GABA e o resultado final é o
aumento da hiperpolarizagao da célula, com abertura dos canais de cloreto (CI), o
que favorece as fungdes inibitérias neuronais (FOGELMAN; GREENBLATT, 2000;
SONAVANE et al., 2002).

Os BZDs sao usados, principalmente, para tratar os estados de
ansiedade aguda, mas seu uso esta declinando em favor dos antidepressivos,
combinados com terapias comportamentais em casos mais severos. Além disso, os
BZDs reduzem o tébnus muscular por uma acio central, que é independente do seu
efeito sedativo. Esse efeito relaxante pode, portanto, ser util clinicamente, uma vez
que o aumento do ténus muscular ocorre em estados de ansiedade (RANG et al.,
2004).
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Com excec¢ao do alprazolam, os BZDs nao tém efeitos antidepressivos.
Todos eles tém atividade anticonvulsivante em testes com animais de
experimentagdo. Sdo muito eficazes contra as convulsdes induzidas quimicamente
pelo pentilenotetrazol, bicuculina e farmacos semelhantes. No entanto, ndo sao
eficazes contra as convulsdes induzidas eletricamente e pela estricnina. A
seletividade de acao € explicavel pelo fato de que os BZDs potencializam a ag¢ao do
GABA, mas nao da glicina (alvo da estricnina).

Os efeitos indesejaveis causados pelos BZDs compreendem os efeitos
colaterais no decurso do uso terapéutico, tais como: sonoléncia, amnésia,
coordenacdo motora prejudicada, efeitos tdxicos resultantes de superdosagem
aguda (quando associados com outros depressores do SNC podem causar
depressao respiratéria severa, com risco de morte), tolerancia e dependéncia (com
aumento dos sintomas de ansiedade, juntamente com tremores e tontura) (RANG et
al., 2004).

Outra classe de medicamentos usados no tratamento da ansiedade
sdo os barbituricos, depressores nao-seletivos do SNC que produzem efeitos que
vao da sedacdo e reducdo da ansiedade a inconsciéncia e morte por faléncia
respiratoria e cardiovascular, em doses excessivas. O pentobarbital e os barbituricos
tipicos semelhantes com duragao de ag¢ao de 6-12 horas s&o ainda ocasionalmente
usados como ansioliticos e hipnéticos, mas tém margem de seguranga menor do
que os BZDs (RANG et al., 2004).

Os barbituricos atuam potencializando a agdo do GABA, mas se ligam
a um sitio diferente dos BZDs no receptor GABAA € sua agao € menos especifica
(PRUT; BELZUNG, 2003).

Além do risco iminente de superdosagem, as principais desvantagens
dos barbituricos incluem a indugcdo de tolerancia e dependéncia, bem como a
interagcdo medicamentosa potencialmente problematica, devido a sua influéncia
sobre a sintese do citocromo P-450 e das enzimas de conjugagdo (RANG et al.,
2004).

O reconhecimento de efeitos ansioliticos de agentes ndo-BZDs, tais
como as azaspironas (ex: buspirona), agonistas parciais dos receptores
serotoninérgicos (5-HT1a), também tém aplicacdo na terapéutica (KUNOVAC;
STAHL, 1995; GRUNDMAN et al.,, 2007). A buspirona e seus agentes correlatos



Fundamerdagio Uérica 26

interagem, ainda, com outros sistemas neurotransmissores, tais como o

dopaminérgico e o noradrenérgico (LOWRY et al., 2005; GRUNDMAN et al., 2007).
Diferente dos BZDs, a buspirona nao causa sedagao ou incoordenacgao

motora e também efeitos da abstinéncia ndo tém sido relatados. Seus principais

efeitos colaterais sdo nauseas, tonturas, cefaléia e agitacdo (RANG et al., 2004).

2.1.2 Drogas Antiepilépticas

As epilepsias caracterizam-se por alteragbes crbnicas, recorrentes e
paroxisticas na fungao neuronal, decorrentes de anormalidade na atividade elétrica
cerebral. A disfungdo neuroldgica na sua fase aguda é chamada de crise epiléptica,
a qual, dependendo da area cerebral envolvida, pode manifestar-se através de
disturbios de cognigdo ou consciéncia, movimentos involuntarios, automatismos de
comportamento ou manifestacbes autondmicas, sensoriais e psiquicas (COSTA et
al., 1992; SHNEKER, FOUNTAIN, 2003).

O evento mais dramatico de alguns quadros de epilepsia € a
convulsdo, estando associado a atividade hipersincronica e repetitiva de um
grupamento neuronal do cértex cerebral, cuja distribuicdo anatémica e duragao de
sua atividade determinam a natureza da crise (AVANZINI, FRANCESCHETTI, 2003).

Uma droga antiepiléptica (DAE) pode ser definida como uma droga
que, quando administrada por um periodo prolongado, diminui a incidéncia e/ou
severidade da ocorréncia das convulsdes em pacientes com epilepsia. Estas drogas
sdo usadas, principalmente, para supressao das convulsdes epilépticas sem
comprometimento do SNC e sem depressao respiratoria (SCHLINGER; POLING,
1988; OLIVEIRA et al., 2001).

As DAEs podem ser divididas em drogas classicas (primeira geragao) e
novas (segunda geracao). As de primeira geragdo incluem: benzodiazepinicos,
carbamazepina, fenobarbital, fenitoina e valproato. Ja as de segunda geragéo
compreendem: felbamato, gabapentina, lamotrigina, leviracetam, oxcarbazepina,
tiagabina, topiramato, vigabatrina e zonisamida. A maioria destas drogas atua por
mais de um mecanismo (TROJNAR et al.,, 2002; CZAPINSKI; BLASZCZYK;
CZUCZWAR, 2005; ZAREMBA et al., 2006).
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A fenitoina, DAE de primeira geragdo, € o membro mais importante do
grupo das hidantoinas, que sdo estruturalmente relacionadas aos barbituricos. E
amplamente usada, sendo eficaz contra varias formas de crises parciais e
generalizadas, embora ndo contra as crises de auséncia. Apresenta muitos efeitos
colaterais, entre eles, vertigem, ataxia, hiperplasia gengival, hipersensibilidade,
teratogenicidade, entre outras, mas sem causar sedacao.

A carbamazepina, um derivado dos antidepressivos ftriciclicos, €
atualmente uma das DAEs mais amplamente usadas. Suas ag¢des farmacologicas e
clinicas assemelham-se as da fenitoina, no entanto, € eficaz, provavelmente, no
tratamento das crises parciais complexas. Produz uma série de efeitos indesejaveis,
que vao de sonoléncia, tontura e ataxia a disturbios mentais e motores mais
severos. Contudo, a incidéncia e severidade destes efeitos sdo relativamente baixas,
quando comparados a outros farmacos. Por ser um potente agente indutor
enzimatico, ocasiona muitas interacées medicamentosas.

O valproato € uma DAE também de primeira geragao que é eficaz em
muitos tipos de epilepsia, sendo particularmente util em certos tipos de epilepsia
infantil, onde sua baixa toxicidade e auséncia de acdo sedativa sdo importantes.
Além disso, o valproato, diferente da maioria das DAEs, é eficaz tanto contra o
pequeno quanto contra o grande mal. Seu efeito colateral mais sério é a
hepatotoxicidade (RANG et al., 2004).

O felbamato € uma DAE de segunda geragdo com um amplo perfil
anticonvulsivante. Estudos mostram sua eficacia com terapia combinada, além da
monoterapia ser uma decisdo clinica apropriada. Sua indicagcado se limita a uma
forma de epilepsia intratavel em criangas, a sindrome de Lennox-Gastaut, que néo
responde a outros farmacos (RANG et al., 2004). Apresenta efeitos agudos brandos
(nausea, irritabilidade e insbnia), mas também sérios efeitos adversos, como
hepatotoxidade e anemia aplastica (BESAG, 2004; STEPIEN; TOMASZEWSKI,
CZUCZWAR, 2005).

A gabapentina é estruturalmente relacionada ao GABA (BIALER et al.,
2002), no entanto, n&o age sobre os receptores de GABA (RANG et al., 2004). Tem
eficacia clinica limitada, por isso, seu uso €& apropriado como adjuvante no
tratamento de convulsdes parciais refratarias em adultos e criangas (FRENCH et al.,
2004a; 2004b; STEPIEN; TOMASZEWSKI; CZUCZWAR, 2005). Os efeitos
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colaterais da gabapentina, principalmente sedagao e ataxia, s&o menos severos do
que com muitas outras DAEs (RANG et al., 2004).

O topiramato € um farmaco recentemente introduzido que apresenta
um espectro terapéutico semelhante ao da fenitoina, provavelmente causando
efeitos colaterais menos severos. Atualmente, ele € recomendado como adjuvante
no tratamento de epilepsia refrataria. Sua principal desvantagem é ser teratogénico
(FRENCH et al, 2004b; RANG et al., 2004; STEPIEN; TOMASZEWSKI;
CZUCZWAR, 2005).

De acordo com o mecanismo de acao, as DAEs sao classificadas em
trés grupos principais:

O primeiro grupo inclui as DAEs que reduzem os disparos neuronais
repetitivos através do bloqueio dos canais de sodio e de calcio dependentes de
voltagem: carbamazepina, oxcarbazepina, gabapentina, lamotrigina, fenobarbital,
fenitoina, topiramato e valproato.

As DAEs do segundo grupo, aumentam os eventos mediados pelo
GABA, por meio da interagdo com sitios de ligagao especificos no complexo
receptor GABAA, inibicdo do metabolismo do GABA ou reducido da sua recaptacao
neuronal: benzodiazepinicos, gabapentina, fenobarbital, tiagabina, topiramato,
vigabatrina e valproato.

O terceiro grupo inclui a etosuximida e zonisamida, os quais atuam
através do bloqueio dos canais de calcio tipo T.

Além disso, uma categoria adicional de DAEs pode ser distinguida,
compreendendo o felbamato, fenobarbital e topiramato, que reduzem diretamente a
excitacdo mediada pelos aminoacidos excitatorios (CZAPINSKI; BLASZCZYK;
CZUCZWAR, 2005; ZAREMBA et al., 2006).

Contudo, todos os mecanismos de acdo das novas DAEs ainda nao
foram completamente esclarecidos. E notavel que a adesdo ao tratamento com as
novas DAEs é melhor que com as DAEs classicas, as quais induzem mais
frequentemente os efeitos adversos, como por exemplo, comprometimento cognitivo,
hepatotoxicidade ou irritacdo cutédnea (TROJNAR et al.,, 2002; CZAPINSKI,
BLASZCZYK; CZUCZWAR, 2005; ZAREMBA et al., 2006).
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2.2 — Consideracdes Gerais sobre os Oleos Essenciais

Os Oleos Essenciais (OEs) sdo misturas complexas de substancias
volateis, lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas, de aparéncia oleosa a
temperatura ambiente. S&o produtos obtidos de diversas partes de plantas
aromaticas, através de destilagdo por arraste com vapor d’agua, bem como os
produtos obtidos por expressdo dos pericarpos de frutos citricos (SIMOES:;
SPITZER, 2004; CUNHA, 2006).

Tém sabor geralmente acre (acido) e picante. Quando recentemente
extraidos, sao incolores ou ligeiramente amarelados. Normalmente, os OEs n&o s&o
muito estaveis, principalmente na presenga de ar, luz, calor, umidade e metais. A
maioria dos OEs possui indice de refragdo e sdo opticamente ativos, propriedades
estas usadas na sua identificacdo e controle da qualidade (COSTA, 1994; SIMOES;
SPITZER, 2004).

Os OEs sao raramente encontrados em gimnospermas (exceto de
coniferas). Em angiospermas monocotiledéneas, a ocorréncia € relativamente rara,
com excegao de gramineas (especialmente espécies de Cymbopogon e Vetiveria) e
zingiberaceas (espécies de Alpinia e Curcuma, entre outras) (HEGNAUER, 1979;
SIMOES; SPITZER, 2004).

Dependendo da familia, os OEs podem ocorrer em estruturas
secretoras especializadas, tais como em pélos glandulares (Lamiaceae), células
parenquimaticas diferenciadas (Lauraceae, Piperaceae, Poaceae), canais oleiferos
(Apiaceae) ou em bolsas lisigenas ou esquizolisigenas (Pinaceae, Rutaceae). Os
OEs podem estar estocados em certos 6rgaos, tais como nas flores (laranjeira,
bergamoteira), folhas (capim-limao, eucalipto, louro) ou ainda nas cascas dos caules
(canela), madeira (sandalo, pau-rosa), raizes (vetiver), rizomas (curcuma, gengibre),
frutos (anis-estrelado, funcho, erva-doce) ou sementes (noz-moscada) (SIMOES;
SPITZER, 2004).

O uso dos OEs na medicina e na industria de cosméticos é muito
conhecido. Eles contribuem para a agradavel fragrancia dos condimentos naturais.
As fragrancias dos OEs tém sido usadas na Aromaterapia para induzir tranquilidade
mental ou relaxamento e para induzir o sono em humanos (LAVABRE, 2001; DE
SOUSA et al., 2006b).
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Além disso, muitos deles exibem uma variedade de propriedades
biologicas, tais como atividade espasmolitica (LIS-BALCHIN; HART, 1999),
antinociceptiva e antiinflamatéria (ALMEIDA; NAVARRO; BARBOSA-FILHO, 2001;
SOUSA et al., 2004), antimicrobiana (LIMA et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2006),
larvicida (COSTA et al., 2005), ansiolitica (ALMEIDA et al., 2004) e anticonvulsivante
(ALMEIDA; MOTA,; LEITE, 2003). Estes efeitos sdo provavelmente devido a grande
diversidade estrutural dos constituintes dos OEs (DE SOUSA et al., 2007b).

Quimicamente, a grande maioria dos OEs é constituida de derivados
terpendides (SIMOES; SPITZER, 2004). Os terpenos constituem uma grande
variedade de substancias vegetais, cuja origem biossintética deriva de unidades do
isopreno (Figura 1A). A unidade isoprénica, por sua vez, origina-se a partir do acido
mevaldnico. Os compostos terpénicos majoritarios nos OEs sdo os monoterpenos
(cerca de 90% dos OEs), que apresentam 2 unidades isoprénicas e 10 atomos de
carbono, e os sesquiterpenos, com 3 unidades isoprénicas e 15 atomos de carbono

(Figuras 1B e 1C, respectivamente).

::J\ - o

e -

A

e Uy M,J\H? _CH>0H

B

N Sy CH2OH

C

Figura 1 — Estruturas quimicas dos compostos: (A) isopreno, (B) monoterpeno e (C) sesquiterpeno.

Os monoterpenos podem ainda ser divididos em trés subgrupos:
aciclicos (mirceno, linalol e geraniol), monociclicos (a-terpineol e terpinoleno) e
biciclicos (a-pineno, tujona, canfora e fenchona). Em cada um desses subgrupos, ha
ainda outras classificagdes: hidrocarbonetos insaturados (limoneno), alcoois
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(mentol), aldeidos ou cetonas (mentona e carvona), lactonas (nepelactona) e
tropolonas (y-tujaplicina) (SIMOES; SPITZER, 2004).

Estudos prévios mostraram que alguns monoterpenos presentes em
muitos OEs possuem diversas atividades biolégicas. O mentol (Figura 2A), por
exemplo, € um monoterpeno natural encontrado, principalmente, no OE de varias
espécies do género Mentha como Mentha piperita e Mentha arvensis. O
enantibmero (—)-mentol possui propriedade antinociceptiva, com envolvimento do
sistema opidide (GALEOTTI et al., 2002).

A a,B-epoxi-carvona (Figura 2B) € um monoterpeno monociclico que
pode ser encontrado no OE de Carum carvi (IACOBELIS et al., 2005), de
Kaempferia galanga (JIROVETZ et al., 2001) e de outras plantas (KAISER, 1997).
Estudos realizados por Claudino (2007), demonstraram que este monoterpeno
apresenta um perfil de droga anticonvulsivante, através da interferéncia com o
sistema GABAérgico, sem envolver, contudo, a ativagdo direta do sitio
benzodiazepinico do receptor GABAa. Além disso, seu mecanismo também envolve
o bloqueio dos canais para Na® dependentes de voltagem (ALMEIDA; HIRUMA;
BARBOSA-FILHO, 1996).

OH

A B

Figura 2 — Estruturas quimicas de (A) mentol e (B) a,B-epdxi-carvona.

Compostos derivados de monoterpenos também apresentam varias
propriedades farmacoldgicas, algumas delas no SNC tais como antinociceptiva (DE
SOUSA et al, 2004), sedativa (DE SOUSA; OLIVEIRA; ALMEIDA, 2006) e
antidepressiva (DE SOUSA et al., 2007a).
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2.3 Consideragoes Gerais sobre Enantiomeros

Enantibmeros (do grego enantion, que significa “oposto”) sao
moléculas compostas pelos mesmos atomos ou grupos, contendo a mesma férmula
estrutural que diferem uma da outra na forma como os atomos ou grupos estéo
orientados no espacgo, e que se caracterizam por apresentarem imagem especular
nao sobreponivel. Um par de enantibmeros é sempre possivel para moléculas que
conttm um atomo tetraédrico com quatro diferentes grupos ligados a ele
(estereocentro). Nestas moléculas, a quiralidade — uma propriedade geométrica
associada ao estereocentro e, consequentemente, a assimetria molecular — € o
fendmeno responsavel por apresentarem a imagem especular ndo sobreponivel
(SOLOMONS; FRYHLE, 2001; PINTO, 2005; BRUICE, 2006). Na Figura 3, por
exemplo, pode-se observar o 2-bromobutano, que apresenta um carbono
assimétrico, podendo, portanto, existir como dois enantidbmeros, os quais sao

imagens especulares nao sobreponiveis.

CHyCHCH,CH,

br
2-bromobutano

Br | Br

i N
CHyCH: 4 H | H* j “CHyCHs
~ CHy = CH;
espelho

os dois isomeros do 2-bromobutano
enantiomeros

Figura 3 — Estrutura quimica de 2-bromobutano e seus enantidmeros. (*Carbono assimétrico)
Fonte: BRUICE, 2006. p. 183.

De acordo com o arranjo (configuragao) dos atomos ou grupos do
carbono assimétrico, utilizam-se as letras R e S para indicar tal configuragcéo. Para
qualquer par de enantibmeros com um carbono assimétrico, um deles tera a
configuracdo R (R vem de rectus, em latim, que significa “direito”) e o outro tera a
configuragédo S (S vem de sinister, em latim, que quer dizer “esquerdo”).

Esta configuracdo sera representada, uma vez estabelecidos os

atomos ou grupos numa ordem de prioridade: se a disposi¢do do grupo (ou atomo)
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com maior prioridade para o grupo (ou atomo) com a préxima prioridade for no
sentido horario, o carbono assimétrico tem a configuragdo R. No entanto, se for no
sentido anti-horario, a configuragao do carbono assimétrico € S (BRUICE, 2006).

Enantidmeros compartilham muitas propriedades semelhantes, tais
como: mesmo ponto de ebuligdo e de fusdo e mesma solubilidade. De fato, todas as
propriedades fisicas dos enantibmeros sdo as mesmas, com exceg¢ao das que se
originam de como os grupos ligados ao carbono assimétrico estdo organizados no
espaco. Assim, uma das propriedades que os enantibmeros nao compartilham € a
maneira com que interagem com a luz polarizada (BRUICE, 2006), sendo
opticamente ativas, de modo que um dos enantibmeros gira o plano de polarizagéo
no sentido horario, enquanto que o outro enantidmero gira o plano da luz polarizada
exatamente no mesmo valor, sendo no sentido anti-horario (BRUICE, 2006; PAIVA,
2006).

A luz polarizada oscila somente em um unico plano que passa através
do caminho de propagacéao e é produzida pela passagem de um feixe de luz normal
(a qual se propaga em todas as diregbes) através de um polarizador como uma lente
polarizadora (Figura 4) (BRUICE, 2006).

Feixes de luz que oscilam Feixes de luz que oscilam
em todas as direcées em um unico plano

\ Diregéo da propagacéao da luz

<

fonte luz polarizador luz
de luz normal plano-polarizada

Figura 4 — llustragcao da propagac¢ao da luz em um polarizador.
Fonte: BRUICE, 2006. p. 190.

Se uma substancia opticamente ativa gira o plano de polarizagdo no
sentido horario, é chamada de dextrorrotatéria (dextro, do latim, “para a direita”),
indicada por (+), entretanto, se o plano de polarizagdo gira no sentido anti-horario, &
chamada levorrotatéria (do latim, levo, “para a esquerda”), indicada por (-). Vale

ressaltar que ndo se deve confundir (+) e (=) com R e S. Os simbolos (+) e (-)
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indicam a diregdo em que uma substancia opticamente ativa gira o plano de
polarizagdo, enquanto que R e S indicam o arranjo dos grupos em torno de um
carbono assimétrico. Algumas substancias com a configuragdo R séo (+) e outras
séo (-) (BRUICE, 2006).

Quanto a importdncia dos enantidmeros na natureza, podemos
observar que a diferenca dos enantidmeros influencia nas propriedades das plantas,
como por exemplo, uma forma enantiomérica do limoneno € responsavel,
principalmente, pelo odor das laranjas, enquanto que o outro enantibmero é
responsavel pelo odor dos limées. Com a carvona também ocorre essa diferenca
nos enantibmeros: um é a esséncia do cominho e o outro a esséncia da hortela
(SOLOMONS; FRYHLE, 2001).

A mistura em quantidades equimolares de dois enantibmeros é
chamada mistura racémica ou racemato. Neste caso, ndo apresenta atividade
optica, uma vez que o efeito provocado por um enantidmero anula o efeito do outro e
o plano de polarizagdo nao gira. O simbolo () é usado para especificar uma mistura
racémica (BRUICE, 2006; PAIVA, 2006).

Neste contexto, a maioria dos farmacos quirais € comercializada na
forma de racemato. Isto se deve, inicialmente, a falta de tecnologia apropriada (de
sintese ou analitica) e a razdo econdmica, ja que é menos dispendioso produzir
racematos do que enantidbmeros puros (WELAGE et al., 2001; NOEL et al., 2004).
Atualmente, o avango tecnoldgico tornou mais acessivel, tanto a produgdo e o
controle de qualidade, quanto a determinacdo de concentragdes plasmaticas dos
enantidbmeros individualmente (NOEL et al., 2004).

No que diz respeito a farmacodindmica, € comum haver diferenca de
afinidade entre os enantibmeros em suas ligagbes ao receptor, o que leva a
diferenca de poténcia (RAVIS; OWEN, 1994; NOEL et al., 2004). Diferencas de
atividade também s&o observadas quanto aos efeitos adversos, que podem estar
mais relacionados ao “eutdbmero” — o enantibmero ativo — ou ao “distbmero” — o
enantibmero que nao apresenta atividade terapéutica (BARREIRO; FRAGA, 2001;
NOEL et al., 2004).

Em praticamente todas as etapas da fase farmacocinética podem-se
observar diferengas entre os enantidmeros, exceto na absorgao por difusao passiva,
uma vez que possuem caracteristicas fisico-quimicas semelhantes (NOEL et al.,
2004).
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Sem duvidas, o caso tragico da talidomida foi marcante para chamar a
atencdo da importancia do conhecimento da atividade dos enantibmeros (PINTO,
2005). A talidomida foi uma droga muito utilizada nos anos 60, sob a forma de
mistura racémica, para aliviar sintomas de enxaqueca. No entanto, quando mulheres
gravidas tomaram a droga, os recém-nascidos apresentaram graves deficiéncias.
Posteriormente, descobriu-se que apenas o enantibmero R apresenta efeito sedativo
e analgésico, enquanto que o S apresenta teratogenicidade (PINTO, 2005; PAIVA,
2006).

Atualmente, entretanto, a talidomida esta aprovada sob regulamentos
altamente severos para o tratamento de uma complicacdo séria associada a
hanseniase. Seu potencial para uso contra outras condi¢des incluindo AIDS, cancer
de cérebro e artrites reumatdides também esta sob investigagdo (SOLOMONS;
FRYHLE, 2001).

Inumeros farmacos quirais apresentam diferengas na atividade de seus
enantibmeros. Por exemplo, a estrona possui 0 enantidbmero dextrégiro ativo, na
forma de estrogénio, mas o levdgiro € inativo (LIMA, 1997; PINTO, 2005). No caso
da prometazina, os enantidbmeros tém propriedades praticamente idénticas no que
se refere a atividade anti-histaminica e toxicidade, manifestando, assim, o mesmo
tipo de caracteristicas farmacoldgicas (NOEL et al., 2004).

O antiinflamatério ndo esteroidal (AINE) ibuprofeno apresenta apenas o
enantibmero (S)-(+) fisiologicamente ativo. Se o medicamento for tomado sob a
forma de mistura racémica, a quantidade a ingerir tera que ser aumentada para
alcangar o efeito desejado (SOLOMONS; FRYHLE, 2001; PAIVA, 2006). Entretanto,
em alguns paises, ja é comercializado o enantidmero (S)-(+)-ibuprofeno puro,
denominado dexibuprofeno. Para artrite reumatdide, € administrada cerca de um
terco da dose diaria utilizada com o racemato, além de apresentar um perfil menor
de efeitos adversos (HUTT; VALENTOVA, 2003; PINTO, 2005).

A droga anti-hipertensiva metildopa também possui seu efeito
exclusivamente pelo isbmero (S), bem como a penicilina, a qual possui seu
enantibmero (S) com atividade terapéutica, enquanto que o enantidmero (R) é
altamente téxico (SOLOMONS; FRYHLE, 2001).

Considerando a area dos neurofarmacos, um grupo de farmacos em

que o estudo da influéncia dos enantibmeros na atividade, metabolismo e toxicidade
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tem se desenvolvido amplamente é o dos agentes antidepressivos (BAUMANN;
ZULLINO, 2002; PINTO, 2005).

A fluoxetina, um inibidor seletivo da recaptacdo de serotonina,
apresenta uma inibigdo equivalente com ambos os isbmeros, embora o enantidmero
(R)-(-) seja eliminado mais rapidamente. Apesar disso, ndo foram encontrados
beneficios reais para a sua introdugao na terapéutica (BURKE; KRATOCHVIL, 2002;
HUTT; VALENTOVA, 2003; PINTO, 2005).

O antidepressivo citalopram foi inicialmente comercializado sob a forma
de racemato, estando atualmente disponivel na terapéutica o enantibmero puro (S)-
(+), denominado escitalopram, muito mais potente que o racemato (BAUMANN;
ZULLINO, 2002; BURKE, KRATOCHVIL, 2002; PINTO, 2005).

2.4 Consideragoes Gerais sobre o Linalol

O Linalol (3,7-dimetil-1,6-octadieno-3-ol) € um monoterpeno alcool
aciclico, de fragrancia agradavel, que se apresenta como um liquido incolor ou
amarelo muito claro, com formula molecular C1oH1sO e peso molecular 154,25 g/mol
(Figura 5) (LETIZIA et al., 2003). Ocorre largamente entre diversas familias mono e
dicotiledbneas e é um dos mais frequientes aromas florais encontrados (KNUDSEN;
TOLLSTEN; BERGSTROM, 1993; RAGUSO; PICHERSKY, 1999).

HO

Figura 5 — Estrutura quimica de (RS)-(+)-Linalol.

Mais de 200 espécies de plantas produzem Linalol, principalmente das

familias Lamiaceae (ervas aromaticas, como Lavandula angustifolia Mill, Mentha
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piperita L.), Lauraceae (Aniba roseodora Ducke, Sassafras albidum) e Rutaceae
[frutas citricas, Zanthoxylum avicennae (Lam.) D.C.] (ELISABETSKY; COELHO DE
SOUZA; DOS SANTOS, 1995; KARLAGANIS, 2002). O Linalol tem sido descrito
como o maior componente de O6leos essenciais dessas espécies de plantas
(ELISABETSKY; COELHO DE SOUZA; DOS SANTOS, 1995).

O Linalol é uma fragrancia constituinte de flores como Jasminum spp.;
Oleaceae (WATANABE et al., 1993), mas também esta presente em muitos tecidos
nao-florais, incluindo raizes (Zingiber officinale; Zingiberaceae; WU; KUO; HO,
1990), cascas de arvores (Sassafras albidum; Lauraceae; BUDAVARI, 1989),
vegetacdes (Mentha aquatica, Lamiaceae; MURRAY; LINCOLM, 1970) e polpa e
casca de varias frutas, incluindo goiaba (Psidium guajava), péssego (Prunus
persica), abacaxi (Ananas comosus) e maracuja (Passiflora edulis)
(BERNREUTHER; SCHREIER, 1991; RAGUSO; PICHERSKY, 1999; LEWINSOHN
et al., 2001).

Da mesma forma que outros monoterpenos, o Linalol também é
produzido por diversos grupos de fungos ascomicetos e basidiomicetos (BORG-
KARLSON; ENGLUND; UNELIUS, 1994; BREHERET et al., 1997) e sdo importantes
ferorménios intrinsecos para muitas espécies de insetos, especialmente entre os
Hymenoptera e Lepidoptera (KOMAE et al., 1982; ALDRICH et al., 1984, 1986;
BORG-KARLSON, 1990; HEATH et al., 1992; BESTMANN et al., 1993; RAGUSO;
PICHERSKY, 1999).

O Linalol é um alcool aciclico terciario com um centro quiral no carbono
3 (C3), o que Ihe confere a ocorréncia de duas formas enantioméricas que possuem
odores distintos e sdo encontradas na natureza. Conhecido como “Coriandrol”, o (S)-
(+)-Linalol (Figura 6A) é o isbmero dextrorrotatério; tem um odor de ervas verdes,
sendo frequentemente descrito como um odor citrico (KOPPENHOEFER et al.,
1994; SIANI et al., 2002). E encontrado, por exemplo, como o principal constituinte
de 6leos essenciais de coentro (Coriandrum sativum L., familia Apiaceae), sementes
de palmarosa [Cymbopogon martinii var martinii (Roxb.) Wats, familia Poaceae] e
flores de laranja doce (Citrus sinensis Osbeck, familia Rutaceae) (RAVID et al.,
1985; CASABLANCA et al., 1998; LEWINSOHN et al.,, 2001). O (R)-(-)-Linalol
(Figura 6B), o isdmero levorrotatorio, € também conhecido como “Licareol”, tem um
aroma de lavanda, de flores frescas, semelhante a |lirios do campo
(KOPPENHOEFER et al.,, 1994; SIANI et al., 2002). Esta presente na lavanda
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(Lavandula officinalis Chaix, familia Lamiaceae), louro (Laurus nobilis, familia
Lauraceae) e alfavaca (Ocimum basilicum, familia Lamiaceae), entre outros (RAVID
et al., 1985; 1997; CASABLANCA et al., 1998; LEWINSOHN et al., 2001).

A B

Figura 6 — Estruturas quimicas de (A) (S)-(+)-Linalol e (B) (R)-(-)-Linalol.

Alcoois terciarios como o Linalol sdo metabolizados primariamente
através da conjugacao com o acido glicurénico e sao excretados na urina e, em
menor quantidade, nas fezes (WILLIANS, 1959; PARKE; RAHMAN; WALKER, 1974;
EDER; HENSCHER; NEUDECKER, 1982; JECFA, 1999; BICKERS et al., 2003).
Dois metabdlitos do Linalol foram identificados na urina de ratos, o 8-hidroxilinalol e
o 8-carboxi-linalol (CHADHA; MADYASTHA, 1984; LETIZIA et al., 2003). A oxidagao
€ mediada pelo citocromo P-450 dependente de monooxigenases (CHADHA;
MADYASTHA, 1984; JECFA, 1999; BICKERS et al., 2003).

Na industria cosmética, o Linalol € muito utilizado em xampus,
sabonetes, cremes faciais, antiperspirantes, logdes para o corpo, sprays para
cabelo, bem como em produtos nao-cosméticos, em limpadores domésticos e
detergentes (FORD et al., 2000; LETIZIA et al., 2003). E também utilizado na
preparagao das vitaminas A e E (RAGUSO; PICHERSKY, 1999).

Do ponto de vista terapéutico, muitas espécies de plantas produtoras

de Linalol sdo usadas tradicionalmente com finalidade medicinal. Por exemplo,
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Cymbopogon citratus (DC) Stapf é amplamente utilizado como sedativa no Brasil
(CARLINI et al., 1986). Espécies de Mentha, Melissa e Aloysia s&o usadas em varias
regides por suas propriedades analgésicas, hipnéticas ou ansioliticas (SANTOS;
TORRES; LEONARST, 1988; ELISABETSKY; CASTILHOS, 1990; WANNMACHER
et al.,, 1990) e a tintura de Lavandula angustifolia Mill. é usada como ansiolitica
(SANTOS et al., 1988; ELISABETSKY; COELHO DE SOUZA; DOS SANTOS, 1995).
Diversas propriedades farmacoldgicas do Linalol ja foram encontradas:
= Atividade antimicrobiana contra: Staphylococcus aureus (GONZAGA et al.,
2003; ALVIANO et al., 2005; FISHER; PHILLIPS, 2006; SANTOYO et al.,
2006; SONBOLI; SEFIDKON; YOUSEFZADI, 2006; LU et al.,, 2007),
Staphylococcus epidermidis (SONBOLI; SEFIDKON; YOUSEFZADI, 2006;
QUEIROGA et al.,, 2007), Escherichia coli (FISHER; PHILLIPS, 2006;
SANTOYO et al., 2006; SONBOLI; SEFIDKON; YOUSEFZADI, 2006; LU et
al., 2007), Bacillus subtilis (SANTOYO et al., 2006; SONBOLI; SEFIDKON;
YOUSEFZADI, 2006; LU et al., 2007), Klebsiella pneumoniae, Salmonella
setubal (GONZAGA et al., 2003), Salmonella enterica (HENIKA et al., 2004),
Lactobacillus casei, Porphyromonas gingivalis, Streptococcus sobrinus,
Streptococcus mutans (ALVIANO et al., 2005), Listeria monocytogenes,
Bacillus cereus, Campylobacter jejuni (FISHER; PHILLIPS, 2006),
Pseudomonas aeruginosa (SANTOYO et al.,, 2006), Enterococcus faecalis
(SONBOLI; SEFIDKON; YOUSEFZADI, 2006) e Rhodococcus equi
(QUEIROGA et al., 2007);
= Atividade antifungica contra: Candida albicans (D’AURIA et al., 2005;
DUARTE et al.,, 2005; SANTOYO et al., 2006; SONBOLI; SEFIDKON;
YOUSEFZADI, 2006), Aspergillus niger (BEHNAM et al., 2006; SANTOYO et
al., 2006; SONBOLI; SEFIDKON; YOUSEFZADI, 2006), Rhizopus stolonifer,
Botrytis cinerea (BEHNAM et al., 2006), Rhizoctonia solani (FARZANEH et al.,
2006), Saccharomyces cerevisiae (SONBOLI; SEFIDKON; YOUSEFZADI,
2006) e Colletorichum camelliae (ZHANG et al., 2006);
= Alto potencial antigiardal (ALMEIDA et al., 2007);
= Atividade antitripanossomal (HOET et al., 2006; SANTORO et al., 2007);
» Inibigo do crescimento da forma promastigota da Leishmania
amazonensis (DO SOCORRO et al., 2003);
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= Consideravel efeito molusquicida contra Biomphalaria alexandrina, Bulinus
truncatus e Lymnneae natalensis (EL-DIN, 2006);

» Forte atividade larvicida contra o mosquito Ochlerotatus caspius (KNIO et
al., 2007) e também repelente para o mosquito Culex pipiens pallens (PARK
et al., 2005);

= Amplo espectro de atividade antiviral, especialmente contra o Adenovirus-
Il (CHIANG et al., 2005);

= Possui propriedades antioxidantes por prevenir a peroxidagao lipidica em
cérebro de cobaias, quando administrado intraperitonealmente (CELIK;
OZKAYA, 2002);

» Forte atividade contra um amplo espectro de células carcinomas,
especialmente contra carcinoma cervical, de estdmago, de pele, de pulmao e
de osso (CHERNG et al.,, 2007) e também contra leucemia e linfoma
(CHIANG et al., 2003);

= Efeito espasmolitico em ileo de cobaias, sendo essa agao mediada pelo
AMPc (LIS-BALCHIN; HART, 1999);

= A estimulagéo olfatoria do linalol, em ratos, afeta os nervos autonémicos,
suprime a lipolise e aumenta o apetite e o peso corporal (SHEN et al., 2005);

= Apresenta um efeito inibitério na liberagdo de Acetilcolina e no tempo de
abertura do canal na jungdo neuromuscular em camundongos (RE et al.,
2000);

= Efeito antinociceptivo e gastroprotetor em roedores (BAROCELLI et al.,
2004);

= Pode contribuir para aliviar a tensdo e pode ser aplicavel para o
tratamento das desordens da menopausa em seres humanos (YAMADA,
MIMAKI; SASHIDA, 2005).

Varios estudos sobre toxicidade foram realizados com o Linalol. Bickers
et al. (2003) e Letizia et al. (2003) reuniram esses estudos realizados por diferentes
vias de administragdo, com animais de espécies diferentes, mostrando que o Linalol
apresenta baixa toxicidade aguda e nenhuma toxicidade subcrénica significativa.
Estudos dermatologicos em humanos mostram que o Linalol n&o é irritante nem
fototdxico. Elisabetsky, Coelho de Souza e dos Santos (1995), demonstraram em
camundongos que a DLsp do Linalol, por via intraperitoneal, € de 459 (297 — 782)

mg/kg.
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Estudos psicofarmacologicos do Linalol, em camundongos, tém
revelado propriedades sedativas no SNC, incluindo atividade anticonvulsivante
contra o pentilenotetrazol, picrotoxina e eletrochoque transcorneal, além de efeito
hipnético e hipotérmico (ELISABETSKY; COELHO DE SOUZA; DOS SANTOS,
1995; BARROS; ELISABETSKY, 1996). O efeito sedativo do Linalol pode ser
mediado pela inibicdo da transmissdo glutamatérgica no SNC (ELISABETSKY;
MARSCHNER; SOUZA, 1995), uma vez que o Linalol modula a fungédo do glutamato
in vivo — retardando as convulsdes induzidas pelo N-metil-D-aspartato (NMDA) e
bloqueando as convulsdes induzidas pelo acido quinolinico — e in vitro — por
antagonismo competitivo do L-[*H] glutamato (ELISABETSKY; BRUM; SOUZA,
1999).

Desse modo, o efeito anticonvulsivante do Linalol inclui uma interagao
direta com o receptor NMDA (SILVA BRUM; ELISABETSKY; SOUZA, 2001) e uma
reducéo significativa da liberagdo do glutamato (estimulada pelo K*), bem como
inibicdo da recaptagao do glutamato (SILVA BRUM et al., 2001).

Outros efeitos no SNC foram observados, como a atividade ansiolitica
demonstrada pelos testes anticonflito em camundongos (UMEZU et al., 2006). Além
disso, o Linalol, por via olfatoria, afeta a neurotransmissdo autonémica e reduz a
pressao sanguinea, em ratos, através do SNC (TANIDA et al., 20006).

Todos os estudos citados anteriormente utilizaram a forma racémica do
Linalol, o (RS)-(x)-linalol. No entanto, alguns estudos realizados em humanos,
através da via inalatoria, utilizaram as trés formas do Linalol: a forma racémica e
seus dois enantidmeros, o (S)-(+)-linalol e o (R)-(—)-linalol.

Sugawara et al. (1998 e 2000) investigaram as propriedades sedativas
e mostraram que a estereoespecificidade do Linalol provoca diferentes respostas e
percepgdes dos odores, de modo que a impresséao favoravel de (RS)-(zx)-linalol apés
a audicao do ambiente, acompanhado com uma tendéncia a diminuicdo da onda
beta foi devido ao (R)-(-)-linalol, mas ndo ao (S)-(+)-linalol. Outro estudo foi
realizado com os enantidbmeros (S)-(+)-linalol e (R)-(-)-linalol sobre a atividade do
nervo autbnomo e sobre o estado de humor. Apenas o (R)-(-)-linalol provocou uma
diminuig&o significativa no ritmo cardiaco e produziu calma e um forte estado de
humor, caracterizando um efeito sedativo desse enantibmero (KURODA et al.,
2005). A resposta fisioldgica especifica também foi investigada com os dois

enantidbmeros. O estudo mostrou que ambos os enantidmeros exercem efeito
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relaxante sobre o sistema enddcrino; o (S)-(+)-linalol atua como agente ativador da
pressdo sanguinea e ritmo cardiaco, e o (R)-(-)-linalol demonstra ser um agente
aliviador do estresse, como estabelecido pelo ritmo cardiaco (HOFERL KRIST;
BUCHBAUER, 2006).

A avaliagao das propriedades antiinflamatoérias do (RS)-(z)-linalol e do
(R)-(=)-linalol, por via subcutanea, através do modelo do edema induzido por
carragenina em ratos, sugere que, embora os resultados tenham sido aproximados,
a anadlise estatistica mostrou um nivel maior de significAncia do (R)-(-)-linalol em
relacdo ao (RS)-(x)-linalol. Este resultado aponta para a hipétese de uma agéo mais
especifica para o (R)-(-)-linalol nos receptores envolvidos na inflamagdo (PEANA et
al., 2002).

O (R)-(-)-linalol também possui comprovada atividade antinociceptiva
em varios modelos experimentais com camundongos, reduzindo a resposta a dor
provocada por: (1) estimulo quimico, através das contor¢ées abdominais induzidas
pelo acido acético (PEANA et al., 2003), (2) estimulo térmico, através da placa
quente, (3) injuria tecidual, produzida pela formalina (PEANA et al., 2003, 2004a) e
(4) hiperalgesia, induzida por carragenina, L-glutamato e prostaglandina E; (PEANA
et al., 2004b). O efeito antinociceptivo do (R)-(-)-linalol pode estar envolvido com
uma interferéncia positiva nas transmissdes muscarinica, opidide e dopaminérgica,
bem como com os canais de K* sensiveis a ATP (PEANA et al., 2003, 2004a). O
efeito antihiperalgésico do (R)-(—)-linalol pode resultar da estimulagdo indireta
dessas trés familias de receptores acoplados a proteinas Gi/G, que sao capazes de
induzir a abertura dos canais de K' e conseqliente hiperpolarizacdo celular
(CHILDERS, 1991; PEANA et al., 2004b).

O mecanismo molecular do efeito antinociceptivo também esta
relacionado, pelo menos em parte, com a reducdo da producéo e/ou liberacdo de
oxido nitrico causada pelo (R)-(—)-linalol, provavelmente através de mecanismos nos
quais os sistemas colinérgico e glutamatérgico estdo envolvidos (PEANA et al.,
2006a). A adenosina também pode estar relacionada com o0 mecanismo
antinociceptivo do (R)-(—)-linalol, através da atividade dos receptores A; e A;
(PEANA et al., 2006b).

Além disso, Heuberger, Redhammer e Buchbauer (2004) demontraram
que o (R)-(-)-linalol reduz a pressao sanguinea sistolica e diminui a temperatura da

pele.
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Il - OBJETIVOS

3.1Geral:

» Realizar um estudo psicofarmacolégico comparativo do (S)-(+)-Linalol,

(R)-(-)-Linalol e (RS)-(x)-Linalol, através da utilizagdo de camundongos.
3.2 Especificos:
» |dentificar e caracterizar o efeito sobre o SNC de (S)-(+)-Linalol, (R)-(-)-
Linalol e (RS)-(z)-Linalol;
= Avaliar os efeitos comportamentais, ansiolitico e anticonvulsivante de (S)-
(+)-Linalol, (R)-(-)-Linalol e (RS)-(z)-Linalol, investigando a relagdo dos

enantidmeros com a atividade da forma racémica;

= Contribuir para o conhecimento sobre os efeitos psicofarmacolégicos dos

6leos essenciais.



Matenal e Metodos
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IV — MATERIAL
4.1 Animais

No presente estudo, foram utilizados camundongos (Mus musculus)
machos albinos da linhagem Swiss, com 3 meses de idade, pesando entre 30-40g
(Figura 7), provenientes do Biotério Prof. Dr. Thomas George (BTG) do Laboratério
de Tecnologia Farmacéutica da Universidade Federal da Paraiba (LTF/UFPB).

Os animais foram mantidos em gaiolas de polietileno, sob condigbes
monitoradas de temperatura (21 + 1°C), com livre acesso a uma dieta controlada a
base de racdo tipo pellets (Purina®) e agua, disponivel em garrafas de polietileno
com bicos de inox. Os animais foram mantidos em ciclo claro/escuro de 12 horas,
sendo a fase clara de 6h00 as 18h00.

Figura 7 — Camundongo Swiss macho e albino, em detalhe.

4.1.1 Condigcoes experimentais

Os experimentos foram realizados na sala 03 (Setor de
experimentagdo comportamental) do BTG, na qual os animais foram previamente
separados e alojados em gaiolas de polietileno, contendo 4 animais cada, com pelo
menos 60 minutos de antecedéncia a execucado dos testes, visando minimizar as
possiveis alteragdes comportamentais do animal, bem como permitir uma adaptacao
dos animais ao novo ambiente. Os camundongos foram privados de agua e ragéo 60
minutos antes dos testes.

Antes de cada procedimento experimental, a bancada foi limpa com

etanol 70%, entretanto, para que ndo houvesse influéncia, durante os testes foi
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utilizado etanol de baixa graduacéo (10%). Os experimentos foram executados no
periodo compreendido entre 08h00 e 12h00, sendo os animais utilizados uma unica
vez e, em seguida, eutanasiados por deslocamento cervical.

Todos o0s procedimentos experimentais foram analisados e
previamente aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal (CEPA) do
LTF/UFPB, sob a certiddo n° 1205/06.

4.2 Substancias utilizadas

e (RS)-(%)-linalol;
e (S)-(+)-linalol;

¢ (R)-(—)-linalol;

e Diazepam (Merck — Brasil);

e Etanol (LTF/UFPB — Brasil);

e Fenitoina (Sigma - E.U.A.);

e Pentilenotetrazol (Sigma — E.U.A.);
e Picrotoxina (Sigma — E.U.A.);

e Tween 80 (LTF/UFPB — Brasil).

A preparacao das doses foi feita minutos antes de sua utilizagdo, sendo
dissolvidas em agua destilada, utilizando-se concentragdes decimais de forma a

possibilitar a inje¢cao de 0,1 mL/10 g de peso do animal.

4.3 Obtencgao das trés formas do Linalol

O (S)-(+)-linalol foi isolado do 6leo essencial de Coriandrum sativum L
por coluna de cromatografia em silica gel (hexano/etilacetato, 9:1 v/v) (SUGAWARA
et al., 1998). Ja o (R)-(-)-linalol foi adquirido da Sigma Aldrich Chemical Co. (USA).
E a forma racémica foi obtida da DIERBERGER Oleos Essenciais S.A. (BRASIL).
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4.4 Aparelhagem

4.4.1 Aparelho do Campo Aberto

O aparelho mostrado nas Figuras 8A e 8B consiste em uma arena
circular metalica (pintada de branco), medindo 60 cm de diametro, circundada por
uma parede de 40 cm de altura. O piso da arena € dividido em 19 campos (com
linhas pintadas de preto), sendo 3 circulos concéntricos (15, 34 e 55 cm de didmetro,
respectivamente) que, por sua vez, sao subdivididos em um total de 16 segmentos e
um circulo central. Ha também uma lampada de 40 watts suspensa a uma altura de

46 cm do piso da arena, sendo posicionada no centro do aparelho.

Figura 8A - Viséo frontal do Figura 8B — Detalhe do piso da arena do aparelho
aparelho do Campo Aberto do Campo Aberto

4.4.2 Aparelho do Rota-rod

O modelo do aparelho do Rota-rod utilizado foi o Accelerating Rota-rod
7750; Jones e Roberts (UGO BASILE - Italia) (Figura 9). Constitui-se de uma barra
giratéria ndo escorregadia, com 5,5 cm de didmetro e 40 cm de comprimento,
dividida em quatro compartimentos iguais, separados por cinco discos plasticos de
48 cm de didametro cada, com velocidade regulavel em rotagées por minuto (r.p.m.).
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Este aparelho ainda dispde de um mecanismo automatico capaz de contabilizar o

tempo de permanéncia do animal na barra giratoria.

Figura 9 — Aparelho do Rota-rod.

4.4.3 Aparelho do Labirinto em Cruz Elevado

O Labirinto em Cruz Elevado é feito de plastico e consiste em quatro
bragos, sendo dois bragos com paredes laterais e sem cobertura (bragos fechados),
medindo 30 cm de comprimento por 6 cm de largura e 16 cm de altura, colocados
perpendicularmente a dois bracos desprovidos de paredes laterais (bragos abertos)
com o0 mesmo comprimento e largura. Cada brago é posicionado a 90° do brago
adjacente e cruzam-se numa area central onde o animal € posicionado. O labirinto &

apoiado sob um suporte com 25 cm elevado em relagéo ao solo (Figura 10).

Figura 10 — Aparelho do Labirinto em Cruz Elevado.
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4.4.4 Aparelho do Eletrochoque Auricular Maximo

O aparelho utilizado para aplicar impulsos elétricos nos camundongos
foi o ECT UNIT 7801 da UGO BASILE (Comerio, VA, Italia), conforme é mostrado na
Figura 11. Este aparelho libera um choque auricular com corrente de 0,5
pulsos/segundos e com duragao de 0,5 segundo.

Figura 11 — Aparelho do Eletrochoque Auricular M&ximo.
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V. METODOS

Todos o0s métodos utilizados para o Estudo Comparativo
Psicofarmacolégico dos Linaldis em camundongos estao esquematizados na Figura
12.

Figura 12 — Resumo esquematico do Estudo Comparativo Psicofarmacoldgico dos Linalbdis em

camundongos

T
foss
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5.1 Avaliagao Preliminar da Atividade sobre o Sistema Nervoso Central

5.1.1 Triagem Farmacolégica Comportamental

A Triagem Farmacoldgica Comportamental, descrita por Almeida et al.
(1999) e Almeida e Oliveira (2006) € uma metodologia preliminar para avaliar o
possivel efeito de uma droga no SNC, na qual sdo observados alguns parametros
comportamentais no animal que possibilitam caracterizar o efeito central da droga.

Neste teste, comparamos as alteracbes comportamentais dos trés
Linaldis. Grupos de 5 camundongos foram tratados com (S)-(+)-linalol, (R)-(-)-linalol
e (RS)-(x)-linalol nas doses de 50, 100 e 150 mg/kg, i.p. O grupo controle recebeu
solucado de Tween 80 a 5%.

Depois de administradas as substancias, os camundongos foram
colocados, em grupos, em gaiolas de polietiieno e a observacdo dos parametros
comportamentais foi feita até os primeiros 30 minutos, e com 1h, 2h, 3h e 4h apds os
tratamentos, seguindo-se o protocolo experimental padrao (ALMEIDA et al., 1999)
(Quadro 1).
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ATIVIDADE FARMACOLOGICA

Quantificagdo dos efeitos

(0) sem efeito, (-) efeito diminuido, (+) efeito aumentado, (++)

efeito intenso

até 30°

1h

2h

3h

4h

1-SNC

a — Estimulante

Hiperatividade

Irritabilidade

Agressividade

Tremores

Convulsoes

Piloerecao

Movimento intenso das vibrissas
Outras

b — Depressora

Hipnose

Ptose palpebral

Sedacao

Anestesia

Ataxia

Reflexo do endireitamento
Catatonia

Analgesia

Resposta ao toque diminuido
Perda do reflexo corneal
Perda do reflexo auricular
¢ — Outros comportamentos
Ambulagao

Bocejo excessivo
Limpeza

Levantar

Escalar

Vocalizar

Sacudir a cabega
Contorgdes abdominais
Abducao das patas do trem
posterior

Pedalar

Estereotipia

2 - SN AUTONOMO
Diarréia

Constipacao

Defecagao

Respiragéo forgada
Lacrimejamento

Miccéao

Salivagao

Cianose

Tono muscular

Forga para agarrar

3 — MORTE

Quadro 1 - Protocolo utilizado na Triagem Farmacolégica Comportamental.

Fonte: ALMEIDA et al., 1999.
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5.2 Avaliagao Geral da Atividade sobre o Sistema Nervoso Central

5.2.1 Teste do Campo Aberto

Originalmente descrito por Hall (1934) como uma arena circular para
testar os efeitos de ambientes n&o familiares sobre a emocionalidade em ratos, o
Teste do Campo Aberto € um procedimento conveniente para medir ndo apenas
comportamento de ansiedade, mas também sedacdo ou atividade exploratéria do
animal (PRUT; BELZUNG, 2003).

O procedimento baseia-se em submeter o animal a um ambiente
desconhecido, do qual a fuga é impedida por paredes circundantes (WALSH;
CUMMINS, 1976; PRUT; BELZUNG, 2003).

Foram utilizados grupos de 8 camundongos tratados com (S)-(+)-linalol,
(R)-(-)-linalol e (RS)-(x)-linalol nas doses de 50, 100 e 150 mg/kg, i.p. O grupo
controle foi tratado com o veiculo.

Trinta minutos apds os tratamentos, os animais foram colocados
individualmente no centro da arena para explorar livremente o ambiente novo
durante um periodo de 5 minutos. Os seguintes parametros foram observados:
ambulagdo (numero de cruzamentos dos segmentos pelo animal com as quatro
patas), numero de comportamentos de levantar, tempo de comportamentos de
autolimpeza e defecagdo (numero de bolos fecais) (MONTGOMERY, 1955; LEITE;
SIQUEIRA, 2006).

5.2.2 Teste do Rota-rod

O teste da Barra Giratéria (Rota-rod) foi proposto por Dunham e Miya
(1957). E apropriado para detectar o efeito de relaxamento muscular ou de
incoordenacdo motora produzido por agentes farmacoldgicos, tais como relaxantes
musculares esqueléticos ou depressores do SNC, como os ansiolitcos (CARLINI,
BURGOS, 1979; MATTEI; FRANCA, 2006; PULTRINI; GALINDO; COSTA, 2006).
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Consiste em colocar camundongos sobre uma barra que gira a uma
velocidade constante e verificar a capacidade do animal equilibrar-se sobre a
mesma (MATTEI; FRANCA, 2006).

Vinte e quatro horas antes do teste foi realizada uma pré-selegao dos
animais (sem administragdo de substancias) na qual foram considerados aptos ao
teste os animais que permaneceram na barra giratoria (7 r.p.m.) durante 3 minutos,
em pelo menos uma das 3 tentativas (MENDES; MATTEI; CARLINI, 2002; DE
SOUSA et al., 2007b).

No dia do teste, os camundongos foram divididos em grupos de 8
animais e, inicialmente, foi realizada uma leitura basal. Os camundongos foram
colocados na barra giratéria e o tempo de permanéncia dos mesmos no aparelho
(com até 3 tentativas) foi cronometrado. Em seguida, os animais foram tratados nas
doses de 50, 100 e 150 mg/kg com as trés substancias: (S)-(+)-linalol, (R)-(-)-linalol
e (RS)-(x)-linalol. O grupo controle recebeu Tween 80 a 5%. Ap6s 30 minutos da
administragcdo, os animais foram colocados no aparelho. Este procedimento foi

repetido com 60 e 120 minutos apds a administragao.

5.3 Avaliagao da Atividade Psicodepressora

5.3.1 Avaliagao da Atividade Ansiolitica

5.3.1.1 Teste do Labirinto em Cruz Elevado

O Labirinto em Cruz Elevado é comumente usado como modelo nao-
condicionado de ansiedade em roedores (FLINT, 2003; BRADLEY et al., 2007). Foi
utilizado, inicialmente, por Handley e Mithani em 1984, a partir de um modelo criado
por Montgomery em 1955 (PEREZ, 1998).

Foram utilizados grupos de 8 camundongos tratados com (S)-(+)-linalol,
(R)-(-)-linalol e (RS)-(z)-linalol, nas doses de 50, 100 e 150 mg/kg, enquanto que o

grupo controle foi tratado com o veiculo e o grupo padrdo com o Diazepam, na dose
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de 1 mg/kg. Trinta minutos apos os tratamentos, os camundongos foram colocados
individualmente no centro do labirinto, para que eles pudessem explorar o labirinto.
Os parametros avaliados durante um periodo de 5 minutos foram o numero de
entradas e o tempo total de permanéncia nos bragos abertos e fechados.

A entrada nos bragos foi definida como a entrada do animal com todas
as quatro patas dentro do brago (PELLOW et al., 1985; GRUNDMANN et al., 2007).

5.3.2 Estudo da Atividade Anticonvulsivante

5.3.2.1 Teste das convulsoées induzidas pelo Pentilenotetrazol

O Pentilenotetrazol (PTZ) é o principal agente quimico convulsivante
usado como triagem preliminar para caracterizar drogas anticonvulsivantes
(LOSCHER; SCHMIDT, 1988; SAYYAH; NADJAFNIA; KAMALINEJAD, 2004).

O PTZ produz, inicialmente, uma contragdo muscular (subita e
involuntaria) mioclénica — caracterizada por movimentos faciais e inclinagdo da
cabega — que, em seguida, torna-se sustentada e tipicamente resulta em convulsdes
generalizadas tbénico-clénicas (HUOT; RADOUCO-THOMAS, 1973; RHODES;
FRYE, 2004).

Foram utilizados grupos de 8 camundongos, sendo tratados com (S)-
(+)-linalol, (R)-(-)-linalol e (RS)-(x)-linalol, nas doses de 100, 200 e 300 mg/kg, um
grupo controle que recebeu solugdo de tween 80 a 5% e um grupo padrao tratado
com Diazepam, na dose de 4 mg/kg. Apos 30 minutos dos tratamentos, os animais
receberam 60 mg/kg de PTZ e, logo em seguida, foram colocados individualmente
em caixas de polietileno durante um periodo de 15 minutos, sendo observados os
seguintes parametros: presenga de crises convulsivas (mioclénicas e tdnico-
clénicas), laténcia (Qque compreende o tempo entre a administragdo do PTZ e o inicio

das convulsbes) e a mortalidade, observada por 48h.
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5.3.2.2 Teste das convulsées induzidas pelo Eletrochoque Auricular Maximo

O teste das convulsdes induzidas pelo Eletrochoque Auricular Maximo
(EAM) foi inicialmente descrito por Merrit e Putman (1938). O eletrochoque induz
Extensdo Toénica dos Membros Posteriores em 99% dos animais (SWINYARD,
1969).

Foram utilizados neste experimento grupos de 8 camundongos, os
quais foram tratados com (S)-(+)-linalol, (R)-(-)-linalol e (RS)-(x)-linalol, nas doses
de 100, 200 e 300 mg/kg, um grupo controle que recebeu o veiculo e um grupo
padrdo tratado com Fenitoina na dose de 25 mg/kg.

O estimulo elétrico (0,5 mA, 150 pulsos/seg, duragao de 0,5 seq) foi
aplicado através dos eletrodos com clipes auriculares nos camundongos apos 30
minutos da administragdo das substéncias. Os paréametros avaliados foram a
presenca de convulsdes tdnicas, o tempo de flexdo e extensao das patas posteriores

e o registro de mortes por até 48h.

5.3.2.3 Teste das convulsées induzidas pela Picrotoxina

A Picrotoxina (PIC) € um agente convulsivante sistémico que é utilizado
na indugdo quimica de convulsdes através da inibicao dos receptores GABAérgicos
(RANG et al., 2004).

Grupos de 8 camundongos foram utilizados neste teste, sendo cada
grupo tratado com (S)-(+)-linalol, (R)-(-)-linalol e (RS)-(x)-linalol, nas doses de 100,
200 e 300 mg/kg. O grupo controle recebeu o veiculo e o grupo padrao recebeu
Diazepam, na dose de 4 mg/kg. Apdés 30 minutos dos tratamentos, os animais
receberam 8 mg/kg de Picrotoxina e foram colocados individualmente em caixas de
polietileno. Durante 20 minutos os seguintes parametros foram observados:
presencga de convulsdes clbnicas, presencga de convulsdes tonico-clénicas, laténcia e

taxa de mortalidade até 48h.
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5.4 Analise Estatistica

Os resultados obtidos foram analisados estatisticamente utilizando-se o
teste de Anadlise de Variancia (ANOVA) com uma classificagdo (one-way), seguido
do teste de Dunnett ou teste “t” de Student ndo pareado (medidas paramétricas), ou
ainda utilizando-se o teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunns (medidas
nao paramétricas). Os valores obtidos foram expressos em média + erro padrao da
média (e.p.m.), sendo o0s resultados considerados significativos quando
apresentaram p < 0,05.

Todos os dados numéricos foram aplicados no programa Graph Pad
Prism, versao 4.0 (GraphPad Sotware Incorporated, San Diego, USA).



Resultados
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VI. RESULTADOS

6.1 Avaliagao Preliminar da Atividade sobre o Sistema Nervoso Central

6.1.1 Estudo Comparativo dos Linaléis na Triagem Farmacolégica

Comportamental

O estudo comparativo na triagem farmacologica comportamental
mostrou que, na dose de 50 mg/kg, nenhum dos linaléis provocou alteragbes
comportamentais. No entanto, na dose de 100 mg/kg, os animais tratados com os
trés linaldis apresentaram as mesmas alteragbes com até 30 minutos apds a
administracdo: ataxia, analgesia, ambulagdo diminuida e defecacdo aumentada,
sendo que a ataxia foi observada com mais intensidade nos animais tratados com o
(R)-(-)-Linalol e (RS)-(x)-Linalol. Com 1 e com 2 horas de observagao o (RS)-(x)-
Linalol apresentou analgesia, sendo mais intensa na 12 hora. Ja na dose de 150
mg/kg, os trés linaldis também provocaram alteragbes semelhantes nos animais,
tendo sido observadas ataxia e ambulagdo diminuida nos primeiros 30 minutos,
sendo que os animais tratados com o (R)-(—)-Linalol e (RS)-(x)-Linalol apresentaram
ataxia mais intensa. Os animais tratados com o (RS)-(z)-Linalol apresentaram ainda
analgesia nos primeiros 30 minutos, com 1h e 2h e perda dos reflexos corneal e
auricular com 30 minutos de observacao (Quadro 2).
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DOSES TRATAMENTO EFEITOS OBSERVADOS
(mgl/kg, i.p.)

Até 30 Sem alteragdes comportamentais

60 Sem alteragdes comportamentais

(S)-(+)-Linalol 120 Sem alteragdes comportamentais

180 Sem alteragdes comportamentais

240 Sem alteragdes comportamentais

Até 30 Sem alteragdes comportamentais

60 Sem alteragdes comportamentais

&L (R)-(=)-Linalol 120 Sem alteragdes comportamentais
180 Sem alteragdes comportamentais

240 Sem alteragdes comportamentais

Até 30 Sem alteragdes comportamentais

60 Sem alteragdes comportamentais

(RS)-(¢)-Linalol 120 Sem alteragdes comportamentais

180 Sem alteragdes comportamentais

240 Sem alteragdes comportamentais

Ataxia (+), Analgesia (+), Ambulagao (=),

Até 30
Defecacgao (+)
60 Sem alteragdes comportamentais
(S)-(+)-Linalol 120 Sem alteragdes comportamentais
180 Sem alteragdes comportamentais
240 Sem alteragdes comportamentais
Ataxia (++), Analgesia (+), Ambulagao (-),
100 Ate 30 Defecagao (+)
60 Sem alteragdes comportamentais
(R)-(=)-Linalol 120 Sem alteragdées comportamentais
180 Sem alteragdes comportamentais
240 Sem alteragdes comportamentais
R 20 Ataxia (++), Analgesia (+), Ambulagéo (-),
Defecagao (+)
60 Analgesia (++)
(RS)-(z)-Linalol 120 Analgesia (+)
180 Sem alteragdes comportamentais
240 Sem alteragdes comportamentais

Quadro 2 - Principais alteragdes comportamentais observadas em camundongos decorrentes da
administragao de (S)-(+)-Linalol, (R)-(-)-Linalol e (RS)-(z)-Linalol. [(-) efeito diminuido, (+) efeito
presente, (++) efeito presente intenso]. (n=5).
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Até 30 Ataxia (+), Ambulagao (-),
60 Sem alteragées comportamentais
(8)-(+)-Linalol 120 Sem alteragdées comportamentais
180 Sem alteragées comportamentais
240 Sem alteragées comportamentais
Até 30 Ataxia (++), Ambulacao (-),
60 Sem alteragées comportamentais
Lt (R)-(=)-Linalol 120 Sem alteragdées comportamentais
180 Sem alteragées comportamentais
240 Sem alteragées comportamentais
e 20 Ataxia (++), Ambulacao (-), Analgesia (+),
Reflexos Corneal () e Auricular (-)
(RS)-(+)-Linalol 60 Analgesia (+)
120 Analgesia (+)
180 Sem alteragdes comportamentais
240 Sem alteragdes comportamentais

Quadro 2 (Continuagéo) — Principais alteragdes comportamentais observadas em camundongos
decorrentes da administra¢do de (S)-(+)-Linalol, (R)-(-)-Linalol e (RS)-(x)-Linalol. [(-) efeito
diminuido, (+) efeito presente, (++) efeito presente intenso]. (n=5).
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6.2 Avaliagao Geral da Atividade sobre o Sistema Nervoso Central

6.2.1 Estudo Comparativo dos Linaldis no Teste do Campo Aberto

Na dose de 50 mg/kg, nenhum dos paréametros avaliados no teste do
campo aberto foram alterados significativamente pelos linaldis.

A ambulagéo, na dose de 100 mg/kg, foi diminuida significativamente
(p<0,01) nos animais tratados com o (R)-(-)-Linalol (57,4 + 6,8) e (RS)-(x)-Linalol
(53,3 £ 9,7), em relagdo ao controle (114,6 + 8,7). O mesmo efeito foi obtido na dose
de 150 mg/kg [(R)-(-)-Linalol: 41,0 + 7,7; (RS)-(x)-Linalol: 30,4 + 5,2; Controle: 96,1
+ 10,1] (Grafico 1).
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Grafico 1 — Efeito do (S)-(+)-Linalol, (R)-(-)-Linalol e (RS)-(z)-Linalol sobre a Ambulag¢do no Teste do
Campo Aberto em camundongos. Os valores estdo expressos em média + e.p.m. (n=8). ** p<0,01

(ANOVA “one-way” seguido pelo Teste de Dunnett).
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No parametro levantar, o (R)-(-)-Linalol e o (RS)-(x)-Linalol reduziram
significativamente (p<0,01) a quantidade de levantar dos animais, sendo (11,6 + 3,2)
e (7,4 £ 1,9), respectivamente, em relagdo ao controle (32,9 £ 3,7) na dose de 100
mg/kg. Com a dose de 150 mg/kg, os trés linaldis reduziram significativamente
(p<0,01) a quantidade de levantar [(R)-(+)-Linalol: 2,6 + 1,7; (R)-(-)-Linalol: 1,2 + 0,6;
e (RS)-(x)-Linalol: 1,2 £ 1,0], quando comparado ao controle (27,9 £ 4,4) (Grafico 2).
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Gréfico 2 — Efeito do (S)-(+)-Linalol, (R)-(-)-Linalol e (RS)-(z)-Linalol sobre a Quantidade de levantar
no Teste do Campo Aberto em camundongos. Os valores estdo expressos em meédia £ e.p.m. (n=8).
** p<0,01 (ANOVA “one-way” seguido pelo Teste de Dunnett).
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No tempo de autolimpeza, apenas o (RS)-(z)-Linalol reduziu
significativamente (p<0,001), com 0,5 + 0,3 seg na dose de 100 mg/kg em relacéo
ao controle (6,1 £ 2,8) (Grafico 3).
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Grafico 3 — Efeito do (S)-(+)-Linalol, (R)-(—)-Linalol e (RS)-(z)-Linalol sobre o tempo de Autolimpeza
no Teste do Campo Aberto em camundongos. Os valores estao expressos em média = e.p.m. (n=8).

p<0,001 (ANOVA “one-way” seguido pelo Teste de Dunnett e Teste “t” de Student para amostras
independentes).
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Conforme mostrado no grafico 4, a defecacao foi reduzida, na dose de
150 mg/kg, pelos trés linaldis, sendo de 0,1 £ 0,1 para o (R)-(+)-Linalol, 0 £ 0 para o
(R)-(-)-Linalol € 0,2 + 0,1 para o (RS)-(z)-Linalol, quando comparado ao controle (2,0
+0,5).
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Grafico 4 - Efeito do (S)-(+)-Linalol, (R)-(-)-Linalol e (RS)-(t)-Linalol sobre a defecagdo em
camundongos. Os valores estdo expressos em média + e.p.m. (n=8). * p<0,05 ** p<0,01 *** p<0,001

(Teste de Kruskal-Wallis seguido pelo Teste de Dunns).
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6.2.2 Estudo Comparativo dos Linaléis no Teste do Rota-rod

Neste teste, ndo houve nenhuma alteragao significativa nos animais
tratados com os trés linaldis na dose de 50 mg/kg (Grafico 5). Apés 30 minutos do
tratamento com o (RS)-(x)-Linalol, na dose de 100 mg/kg, o tempo de permanéncia
na barra giratoria foi reduzido de 173,0 + 5,6 seg (controle) para 105,1 £ 22,0 seg
(p<0,05) (Grafico 6). Ja na dose de 150 mg/kg, apenas o (R)-(—)-Linalol reduziu
significativamente de 166,6 + 11,5 seg (controle) para 117,3 + 18,0 seg, apds 30

minutos (Graficos 7).
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Grafico 5A — Efeito do (S)-(+)-Linalol, (R)-(—)-Linalol e (RS)-(z)-Linalol, na dose de 50 mg/kg, sobre a
coordenagao motora de camundongos no Teste do Rota-rod. Os valores estdo expressos em média +

e.p.m. (n=8). (Teste “t” de Student para amostras independentes).
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Grafico 5B — Efeito do (S)-(+)-Linalol, (R)-(-)-Linalol e (RS)-(x)-Linalol, na dose de 100 mg/kg, sobre
a coordenacgédo motora de camundongos no Teste do Rota-rod. Os valores estdo expressos em média

+ e.p.m. (n=8). * p<0,05 (Teste “” de Student para amostras independentes).
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Grafico 5C — Efeito do (S)-(+)-Linalol, (R)-(-)-Linalol e (RS)-(x)-Linalol, na dose de 150 mg/kg, sobre
a coordenacgado motora de camundongos no Teste do Rota-rod. Os valores estdo expressos em média

+ e.p.m. (n=8). * p<0,05 (Teste “” de Student para amostras independentes).
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6.3 Avaliagao da Atividade Psicodepressora

6.3.1 Avaliagao da Atividade Ansiolitica

6.3.1.1 Estudo Comparativo dos Linaldis no Teste do Labirinto em Cruz

Elevado

Os resultados apresentados nos graficos 8 e 9 demonstram que os
animais tratados com (S)-(+)-Linalol na dose de 100 mg/kg aumentaram
significativamente o niumero de entradas de 2,4 + 0,4 (controle) para 4,9 + 0.8 (8A) e
o tempo de permanéncia nos bracos abertos de 14,7 £ 2,7 seg (controle) para 56,9 +
12,8 seg (p<0,05) (8B). Ja nos bragos fechados, houve uma diminuigdo no numero
de entradas dos animais tratados com (R)-(-)-Linalol (4,9 = 0,4; p<0,01) na dose de
100 mg/kg e (R)-(-)-Linalol (5,4 + 1,1; p<0,05) e (RS)-(x)-Linalol (4,9 + 0,7; p<0,01)
na dose de 150 mg/kg (9A), enquanto que no tempo de permanéncia nos bragos

fechados nenhuma alteragao significativa foi observada (9B).

O Diazepam, na dose de 1 mg/kg, aumentou significativamente (8,7 +
1,5) o numero de entradas e o tempo de permanéncia (76,1 £ 14,4) nos bracos
abertos, enquanto que nos bragos fechados aumentou o numero de entradas
significativamente (13,9 + 1,4), mas diminuiu o tempo de permanéncia (136,6 *
14,5).
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Grafico 6 — Efeito do (S)-(+)-Linalol, (R)-(—)-Linalol e (RS)-(x)-Linalol no Teste do Labirinto em Cruz
Elevado (Bragos Abertos). (A) Numero de entradas e (B) Tempo de permanéncia (seg) Os valores
estdo expressos em média + e.p.m. (n=8). * p<0,05 ** p<0,01 (ANOVA “one-way” seguido pelo Teste
de Dunnett).
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Grafico 7 — Efeito do (S)-(+)-Linalol, (R)-(—)-Linalol e (RS)-(x)-Linalol no Teste do Labirinto em Cruz
Elevado (Bragos Fechados). (A) Numero de entradas e (B) Tempo de permanéncia (segundos) Os
valores estdo expressos em média + e.p.m. (n=8). * p<0,05, ** p<0,01 * p<0,05, ™ p<0,01 (ANOVA

“one-way” seguido pelo Teste de Dunnett).
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6.3.2 Avaliagao da Atividade Anticonvulsivante

6.3.2.1 Estudo Comparativo dos Linalois no Teste das Convulsdes Induzidas

pelo Pentilenotetrazol

O quadro 3 mostra que, na dose de 100 mg/kg, apenas o (RS)-(t)-
Linalol promoveu protegao das convulsdes induzidas quimicamente pelo PTZ (25%),
quando comparado a do grupo controle (0%). Na dose de 200 mg/kg, o (S)-(+)-
Linalol, (R)-(-)-Linalol e (RS)-(x)-Linalol promoveram a protegéo de 12%, 38% e 50%
das convulsées, respectivamente, comparando-se ao grupo controle (0%). E, na
dose de 300 mg/kg, as protegdes foram de 75%, 88% e 88%, respectivamente. Por
outro lado, o grupo tratado com o Diazepam (droga padrdo), na dose de 4 mg/kg,
apresentou 100% de protecdo. Com relagdo a percentagem de mortes, foi
evidenciado que houve uma maior mortalidade na dose de 100 mg/kg com 62% nos
animais tratados com (S)-(+)-Linalol, 38% com (R)-(-)-Linalol e 50% com (RS)-(t)-
Linalol. Na dose de 200 mg/kg, o (S)-(+)-Linalol protegeu os animais em 100%
contra as mortes, enquanto que com o (R)-(-)-Linalol e o (RS)-(x)-Linalol
contabilizou-se 12% de mortes. E, na dose de 300 mg/kg, os animais tratados com
(S)-(+)-Linalol e (R)-(-)-Linalol tiveram uma mortalidade de 25% e 12%,
respectivamente, e os animais tratados com (RS)-(t)-Linalol foram protegidos 100%
contra as mortes. No grupo padréo, tratado com 4 mg/kg de Diazepam, nao foi
observada mortalidade (Quadro 3).

De acordo com o grafico 10, apenas o (RS)-(x)-Linalol, na dose de 100
mg/kg, promoveu um aumento significativo (p<0,05) na laténcia para o
desenvolvimento das convulsdes (353,3 £ 141,3 seg), comparando-se com 0O grupo
controle (104,3 + 10,7 seg). Na dose de 200 mg/kg, o (R)-(-)-Linalol e (RS)-(x)-
Linalol aumentaram a laténcia (476,3 + 129,6 e 614,9 + 116,6 , respectivamente) em
relacdo ao controle (164,7 + 32,8). Ja na dose de 300 mg/kg, os trés linalois
promoveram aumento da laténcia, quando comparados ao controle (104,8 £ 11,1),
sendo os valores de 745,3 £ 104,9; 833,3 £ 66,7 e 789,4 + 110,6, respectivamente.

Por sua vez, o grupo padrao, tratado com o Diazepam na dose de 4

mg/kg, apresentou um aumento significativo da laténcia (900 + 0,0).
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TRATAMENTO DOSES PROTEGAO DAS CONVULSOES MORTALIDADE
(mglkg, i.p.) (%) (%)
Controle 0 0
(S)-(+)-Linalol 0 62
(R)-(-)-Linalol 100 0 38
(RS)-(z)-Linalol 25 50

Controle 0 12
(S)-(+)-Linalol 75 25
(R)-(-)-Linalol 300 88 12

(RS)-(z)-Linalol 88 0

Quadro 3 — Percentual de protecdo das convulsdes e de mortalidade dos camundongos tratados
com (S)-(+)-Linalol, (R)-(-)-Linalol, (RS)-(x)-Linalol e Diazepam durante o Teste das convulsdes

induzidas quimicamente pelo Pentilenotetrazol. (N= 8 animais por grupo)
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Grafico 8 — Efeito do (S)-(+)-Linalol, (R)-(—)-Linalol e (RS)-(+)-Linalol sobre as convulsées induzidas
quimicamente pelo Pentilenotetrazol em camundongos. Os valores estdo expressos em média +

e.p.m. (n=8). * p<0,05, ** p<0,01 (ANOVA “one-way”’ seguido pelo Teste de Dunnett).
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6.3.2.2 Estudo Comparativo dos Linaldis no Teste das Convulsdes Induzidas

pelo Eletrochoque Auricular Maximo

Nenhum dos linaldis protegeu os animais contra as convulsdes
induzidas pelo Eletrochoque na dose de 100 mg/kg. Na dose de 200 mg/kg, as
protecdes foram de 12%, 62% e 25%, respectivamente. E na dose de 300 mg/kg, o
(S)-(+)-Linalol e o (R)-(-)-Linalol promoveram uma protecao de 62%, enquanto que o
(RS)-(x)-Linalol protegeu 100% contra as convulsées. Na andlise da percentagem de
mortes, evidenciou-se que, nas doses de 100 e 200 mg/kg, o (S)-(+)-Linalol e o (R)-
(=)-Linalol protegeram em 100% os animais da morte. Ja os animais tratados com
(RS)-(x)-Linalol apresentaram 12% e 38% de mortes nas doses de 100 e 200 mg/kg,
respectivamente. E, na dose de 300 mg/kg, houve um aumento gradativo na
mortalidade de um grupo para o outro, sendo de 0%, 50% e 62% de mortes,
respectivamente (Quadro 4).

Conforme ilustrado no grafico 11, o (RS)-(x)-Linalol provocou um
aumento na duragao das convulsdes (19,7 £ 1,7 seg) em relagdo ao controle (15,5 +
0,7 seg) na dose de 100 mg/kg. Nas outras doses, 200 e 300 mg/kg, os trés linaldis
reduziram significativamente a duracdo das convulsées. Na dose de 200 mg/kg os
resultados foram: (S)-(+)-Linalol: 6,8 + 1,4 seg; (R)-(—)-Linalol: 1,4 + 0,8 seg; (RS)-
(x)-Linalol: 5,6 + 1,5 seg e Controle: 14,3 + 0,7 seg. E na dose de 300 mg/kg, (S)-(+)-
Linalol: 1,9 + 1,1 seg; (R)-(-)-Linalol: 1,8 £ 0,9 seg; (RS)-(zx)-Linalol: 0 + 0 seg e
Controle: 16,5 £ 0,6 seg.

A Fenitoina, usada como droga padrao, na dose de 25 mg/kg, protegeu
0s animais das convulsbées em 75% e da morte em 100%, apresentando uma

diminuicdo na duragao das convulsdes de 1,7 + 1,1 seg.
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DOSES PROTEGAO DAS CONVULSOES MORTALIDADE
(mglkg, i.p.) (%) (%)
Controle
(S)-(+)-Linalol 100 0 0
(R)-(-)-Linalol 0 0
(RS)-(£)-Linalol 0 12

Controle 0
(S)-(+)-Linalol 300 62 0
(R)-(=)-Linalol 62 50
(RS)-(£)-Linalol 100 62

Quadro 4 - Percentual de protegéo das convulsdes e de mortalidade dos camundongos tratados
com (S)-(+)-Linalol, (R)-(=)-Linalol, (RS)-(x)-Linalol e Fenitoina durante o Teste das convulsdes
induzidas pelo Eletrochoque Auricular. (N= 8 animais por grupo)
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Gréfico 9 — Efeito do (S)-(+)-Linalol, (R)-(-)-Linalol e (RS)-(¢)-Linalol sobre as convulsées induzidas
pelo Eletrochoque Auricular Maximo em camundongos. Os valores estdo expressos em média +
e.p.m. (n=8). i p<0,01, ** p<0,01 (ANOVA “one-way” seguido pelo Teste de Dunnett).
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6.3.2.3 Estudo Comparativo dos Linaldis no Teste das Convulsdes Induzidas

pela Picrotoxina

Neste teste, os animais tratados com as trés formas de linalol, na dose
de 100 mg/kg, ndo foram protegidos contra as convulsdes induzidas quimicamente
pela Picrotoxina. Além disso, ndo houve alteragao significativa da laténcia quando
comparado ao controle. Na dose de 200 mg/kg, o (R)-(-)-Linalol e (RS)-(z)-Linalol
promoveram protegcdo de 12% das convulsées, enquanto que na dose de 300 mg/kg
a protecéo foi de 38% e 62%, respectivamente.

Em relagéo a laténcia, na dose de 200 mg/kg, apenas o (RS)-(z)-Linalol
promoveu um aumento significativo (p<0,01), de 874,6 + 91,5 seg, comparando-se
ao controle (507,9 £ 21,8 seg). Por outro lado, os trés linaléis aumentaram a laténcia
significativamente na dose de 300 mg/kg [(S)-(+)-Linalol: 655,6 + 70,0 seg; (R)-(-)-
Linalol: 1003,0 + 66,1 seg; (RS)-(x)-Linalol: 1066,0 £ 65,5 seg e Controle: 410,3 +
18,4 seq] (Grafico 12).

O Diazepam (4 mg/kg) promoveu uma protecdo de 75% das
convulsdes, aumentando significativamente a laténcia para 1120,0 + 52,4 seg.

Quanto a mortalidade, todos os animais tratados com (S)-(+)-Linalol e
(R)-(-)-Linalol, na dose de 100 mg/kg, morreram apos o teste, mas com o (RS)-()-
Linalol a mortalidade foi de 50%. Na dose de 200 mg/kg, houve uma reducao
gradativa de mortes, uma vez que se contabilizou, respectivamente, 100%, 75% e
38% de mortes. E, na dose de 300 mg/kg, a mortalidade foi de 100% para os
animais tratados com o (S)-(+)-Linalol, 62% com o (R)-(-)-Linalol e 88% com o (RS)-
(x)-Linalol. Os animais tratados com o Diazepam, na dose de 4 mg/kg, apresentaram
12% de mortes (Quadro 5).
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TRATAMENTO DOSES PROTEGAO DAS CONVULSOES MORTALIDADE
(mg/kg, i.p.) (%) (%)
Controle 0 75
(S)-(+)-Linalol 100 0 100
(R)-(=)-Linalol 0 100
(RS)-(£)-Linalol 0 50

Controle 0 88
(S)-(+)-Linalol 300 0 100
(R)-(=)-Linalol 38 62

(RS)-(£)-Linalol 62 88

Quadro 5 — Percentual de protecdo das convulsbes e de mortalidade dos camundongos
tratados com (S)-(+)-Linalol, (R)-(—)-Linalol, (RS)-(x)-Linalol e Diazepam durante o Teste das
convulsdes induzidas quimicamente pela Picrotoxina. (N= 8 animais por grupo)
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Grafico 10 — Efeito do (S)-(+)-Linalol, (R)-(—)-Linalol e (RS)-(z)-Linalol sobre as convulsdes induzidas
quimicamente pela Picrotoxina em camundongos. Os valores estdo expressos em média + e.p.m.
(n=8). * p<0,05, ** p<0,01 (ANOVA “one-way” seguido pelo Teste de Dunnett).
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VII. DISCUSSAO

O estudo psicofarmacolégico comparativo com o (S)-(+)-Linalol, (R)-(-)
-Linalol e (RS)-(z)-Linalol foi realizado na tentativa de elucidar o envolvimento dos
enantidmeros no efeito obtido com a forma racémica do Linalol. Tendo em vista que
estudos anteriores comprovaram a atuagdo da forma racémica do Linalol no SNC
como ansiolitico (UMEZU et al.,, 2006) e como anticonvulsivante (ELISABETSKY;
COELHO DE SOUZA; DOS SANTOS, 1995; ELISABETSKY; MARSCHNER,;
SOUZA, 1995; BARROS; ELISABETSKY, 1996; ELISABETSKY; BRUM; SOUZA,
1999; SILVA BRUM; ELISABETSKY; SOUZA, 2001; SILVA BRUM et al., 2001), este
estudo compreendeu uma Triagem preliminar inicial para tragar o perfil de acéo
sobre o SNC de cada um dos Linaldis e, em seguida, partiu-se para testes gerais e
especificos, caracterizando a atividade ansiolitica e anticonvulsivante dessas
substéancias.

E importante destacar que estudos sobre a atividade analgésica com o
(R)-(-)-Linalol ja foram realizados por PEANA et al., 2003, 2004a, 2004b, 2006a e
2006b. Por isso, ndo nos detivemos ao estudo desta atividade.

Tendo como base a DLsy do Linalol, determinada por Elisabetsky,
Coelho de Souza e dos Santos (1995) em camundongos, por via intraperitoneal, que
€ de 459 (297-782) mg/kg, foram padronizadas para os testes gerais e para a
avaliacdo da atividade ansiolitica as doses de 50, 100 e 150 mg/kg, de forma que
nao ultrapassassem um terco da DLsy permitindo estabelecer doses seguras, de
modo que os resultados encontrados nao estivessem associados a efeitos toxicos.
Como a convulsao € o grau maximo de excitagao do SNC, foi preciso aumentar as
doses utilizadas para avaliagdo da atividade anticonvulsivante (100, 200 e 300
mg/kg). Por tratar-se de um estudo comparativo, foi obedecido um padrdo em todos
os testes, no qual foram utilizados os trés Linaldis em cada dose testada.

A Triagem Farmacolégica Comportamental é um teste preliminar de
facil execugao e capaz de detectar, de forma qualitativa, algumas importantes acgées
centrais (ALMEIDA et al., 1999), tendo sido utilizado para comparar o efeito
preliminar das formas estudadas do Linalol. Neste teste, observou-se que os
camundongos tratados com os trés Linaldis apresentaram alteracbes

comportamentais, principalmente aos 30 minutos, semelhantes a drogas que
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diminuem a atividade do SNC, tais como: diminuicdo da ambulacdo (FERNANDEZ-
GUASTI; FERREIRA; PICAZO, 2001; ARGAL; PATHAK, 2006; DE SOUSA et al.,
2007b) e analgesia/antinocicepgado, que corresponde a perda ou diminuigdo do
reflexo a dor, medido através da pressao no terco inferior da cauda do animal com
uma pinga (estimulo mecanico) (ALMEIDA et al., 1999). Imediatamente apds a
administragcdo, os animais apresentaram ataxia, uma vez que houve perda do
controle motor, com marcha anormal (ziguezague), no entanto, este comportamento
foi revertido, sugerindo que este efeito ndo é resultado de um efeito toxico
(ALMEIDA et al., 1999; DE SOUSA et al., 2007b) (Quadro 2, p.61). A diminuicdo da
ambulacdo e a ataxia também foram observadas por Atanassova-Shopova,
Roussinov e Boycheva (1973), em seus estudos com camundongos albinos tratados
com o Linalol (LETIZIA et al., 2003). Além disso, os animais tratados com o (R)-(-)-
Linalol e o (RS)-(x)-Linalol apresentaram ataxia mais intensa que o (S)-(+)-Linalol. O
(RS)-(x)-Linalol apresentou, ainda, analgesia por um periodo prolongado de
observacao.

Para melhor caracterizagédo do perfil psicofarmacolégico comparativo
dos Linaldis, baseando-se nos resultados da Triagem, prosseguiu-se com uma
avaliacdo geral da atividade sobre o SNC, por meio do Teste do Campo Aberto e do
Teste do Rota-rod.

O Teste do Campo Aberto é utilizado para avaliar possiveis atividades
sedativas ou estimulantes dos animais (CARLINI et al., 1986; GRUNDMANN et al.,
2007). Apesar de ser um modelo animal frequentemente utilizado para avaliar o
comportamento de Ansiedade, ndo é um método especifico, uma vez que o efeito de
muitas drogas tem sido investigado no Campo Aberto, incluindo drogas ansioliticas
(benzodiazepinicos), mas também estimulantes (anfetaminas), sedativas
(neurolépticos) ou drogas epileptogénicas (PRUT; BELZUNG, 2003), justificando,
assim, o uso deste modelo como teste geral. Os parametros observados no Campo
Aberto foram: ambulagdo, quantidade de levantar, tempo de autolimpeza e
defecacao.

A ambulagdo em um novo ambiente representa a atividade locomotora
do animal. Neste parametro, nas doses de 100 e 150 mg/kg, os animais tratados
com o (R)-(-)-Linalol e o (RS)-(z)-Linalol diminuiram significativamente a ambulagao,
enquanto que o (S)-(+)-Linalol ndo provocou alteragdes (Grafico 1, p.63). Segundo

Masur, Martz e Carlini (1971), a mobilidade é fungdo do grau de excitabilidade do
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SNC e uma diminuicdo desse parametro é sugestiva de uma atividade sedativa
(OZTURK et al., 1996; FRANCO et al., 2005), conforme foi descrita para a forma
racémica do Linalol por Elisabetsky, Coelho de Souza e dos Santos (1995).

A quantidade de levantar (rearing), que corresponde ao numero de
vezes que o animal levanta, € um aspecto de comportamento exploratério e
geralmente diminui quando um animal é colocado em um ambiente novo ou
estressante, e pode aumentar quando o animal esta sob efeito de drogas ansioliticas
(JOHANSSON; AHLENIUS, 1989; SHAW et al., 2007). O resultado foi 0 mesmo
encontrado na ambulag&o: o (R)-(-)-Linalol e o (RS)-(+)-Linalol reduziram o numero
de vezes em que os animais levantaram, nas doses de 100 e 150 mg/kg (Grafico 2,
p.64). Vale ressaltar que a diminuicdo de ambos, ambulagdo e quantidade de
levantar, revela um efeito depressor geral no SNC (NUTT; GLUE, 1991; KASTURE
et al., 2002), sendo este efeito semelhante ao encontrado em nossos testes. Assim,
de acordo com estes resultados, sugere-se que o efeito sedativo da forma racémica
esta significativamente relacionado ao seu enantidmero (R)-(-)-Linalol.

O comportamento de autolimpeza (grooming), que representa o tempo
em que o animal realiza uma lavagem prolongada do pélo, € um indice de
adaptacao comportamental a uma situacado de estresse. Em situacbes de medo ou
ansiedade, esse comportamento geralmente aumenta (KAMETANI, 1988; SHAW et
al., 2007). Na dose de 100 mg/kg, o (RS)-(x)-Linalol reduziu significativamente o
tempo de autolimpeza, sugerindo um efeito ansiolitico que, no entanto, ndo pode ser
confirmado, tendo em vista ter sido um resultado isolado (Grafico 3, p. 65).

A defecacdo também é um bom indicador de emocionalidade em
animais. Estudos mostram que a alta emocionalidade esta relacionada com o
aumento da defecacdo, enquanto que drogas ansioliticas reduzem a defecagéao
(ANGRINI; LESLIE; SHEPHARD, 1998; SHAW et al., 2007). Neste parametro, a
defecacéo foi reduzida, na dose de 150 mg/kg, pelas trés formas do Linalol (Grafico
4, p. 66).

O outro teste geral utilizado foi o Teste do Rota-rod, que avalia o efeito
de relaxamento muscular ou de incoordenagdo motora provocado pelas drogas.
Quanto mais intenso for o efeito, menor sera o tempo em que o animal consegue se
equilibrar sobre a barra giratéria (CARLINI; BURGOS, 1979; MATTEI; FRANCA,
2006). Trata-se de um método nao-especifico, sendo utilizado para descartar a

possibilidade de resultados falso-positivos, uma vez que avalia a integridade do
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sistema motor, permitindo detectar enfraquecimento neurolégico, incluindo ataxia,
sedacdo ou relaxamento muscular, efeitos caracteristicos da neurotoxicidade
(DUNHAM; MIYA, 1957; DALLMEIER; CARLINI, 1981; MATTEI;, FRANCA, 2006;
PULTRINI; GALINDO; COSTA, 2006).

Para evitar qualquer influéncia devido a incapacidade dos animais néo
relacionada ao tratamento, foi feita uma pré-selecdo com vinte e quatro horas antes
do experimento, onde os animais foram avaliados sob as mesmas condi¢cdes usadas
no teste (PULTRINI; GALINDO; COSTA, 2006).

A perda de coordenagédo motora no Teste do Rota-rod é caracteristica
de drogas que reduzem a atividade do SNC, tais como: neurolépticos, ansioliticos,
sedativos e hipnéticos (SEN; CHAUDHURI, 1992; DE SOUSA et al., 2007b). Os
animais tratados com os Linaléis ndo apresentaram alteragdes significativas no
tempo de permanéncia na barra giratoria, ndo interferindo com a coordenagéo
motora dos animais (Graficos 5, 6 e 7, p. 67 e 68). Apenas o (RS)-(x)-Linalol, na
dose de 100 mg/kg e o (R)-(-)-Linalol, na dose de 150 mg/kg causaram redugéo
significativa do tempo de permanéncia na barra, o que pode ser atribuida a uma
possivel agdo relaxante muscular da forma racémica e de seu enantibmero (R)-(-)-
Linalol.

De acordo com os resultados até aqui apresentados (Triagem
Farmacologica e Avaliagdo geral), ha uma forte evidéncia de que os efeitos
psicofarmacoldégicos do Linalol em sua forma racémica estdo relacionados
especificamente com o enantiomero (R)-(—)-Linalol.

A fim de elucidar de forma mais clara essa relagdo, partimos para uma
avaliacdo especifica da atividade depressora central, através de um estudo
comparativo das atividades ansiolitica e anticonvulsivante dos trés Linaldis.

A maioria dos modelos experimentais para avaliar o comportamento de
ansiedade, utilizando animais de laboratério, baseia-se, principalmente, em
situacbes conflitantes, como colocar animais em um ambiente estranho
(“estressante”) ou em frente a um predador, o que pode gerar algumas alteragdes
comportamentais, acompanhadas de desvios fisioldgicos. Assim, o que se reproduz
nos animais € um estado semelhante a Ansiedade no homem, medida através de
sinais exteriores, tais como a atividade exploratoria, locomotora e social
(BLANCHARD et al., 1993; LEITE; SIQUEIRA, 2006).
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Apesar da atividade ansiolitica do Linalol ter sido demonstrada por
Umezu et al. (2006) com os testes de conflito de Voguel e Geller, o teste de escolha
para o estudo comparativo da atividade ansiolitica dos Linaldis foi o Teste do
Labirinto em Cruz Elevado, que € um dos modelos animais mais usados, sendo
considerado um modelo etiologicamente valido, uma vez que usa um estimulo
natural — medo de um espaco novo aberto e medo do equilibrio numa plataforma
suspensa relativamente estreita — que pode induzir ansiedade em humanos
(DAWSON; TRICKLEBANK, 1995; GRUNDMANN et al., 2007). Consiste num dos
métodos mais extensivamente validados para a triagem de drogas com efeito
ansiolitico (ZANOLI et al., 2007). Baseia-se no fato de que os roedores evitam se
expor as areas abertas no labirinto, as quais se supdem serem mais aversivas,
mostrando uma preferéncia pelas areas fechadas protegidas por paredes (WEISS et
al., 1998; CHEN et al., 2006).

Assim, este teste mostra uma sensibilidade bidirecional para agentes
ansioliticos e ansiogénicos, por proporcionar ao animal livre acesso aos ambientes
que provocam um comportamento de “ansiedade” (bragos abertos) e que aliviam a
“ansiedade” (bragos fechados) (PELLOW et al., 1985; HOGG, 1996; BRADLEY et
al., 2007).

Neste teste, observou-se que os animais tratados com o (S)-(+)-Linalol
(na dose de 100 mg/kg) apresentaram modificagdes comportamentais indicativas de
um possivel efeito ansiolitico, caracterizadas por aumento no numero de entradas e
no tempo de permanéncia nos bracos abertos (MORATO; BRANDAO, 1997; LEITE;
SIQUEIRA, 2006). Entretanto, os animais tratados com (R)-(-)-Linalol (nas doses de
100 e 150 mg/kg) e (RS)-(x)-Linalol (na dose de 150 mg/kg) apenas reduziram o
numero de entradas nos bragos fechados, sem causar um aumento significativo do
nimero de entradas nos bracos abertos (Graficos 8 e 9, p. 70 e 71). E necessario
ressaltar que, nestas doses, foi evidenciada sedac&o nos animais tratados com (R)-
(=)-Linalol e (RS)-(x)-Linalol no Teste do Campo Aberto (Graficos 1 e 2, p. 63 e 64),
0 que pode ter interferido com a atividade locomotora dos animais no Teste do
Labirinto. Ou seja, como o (S)-(+)-Linalol ndo causou sedagéo, o efeito ansiolitico
pdde ser claramente evidenciado, ao contrario das outras formas do Linalol. Além
disso, estes dados corroboram os resultados apresentados nos testes anteriores,
pois demonstra que o efeito do (RS)-(x)-Linalol esta fortemente relacionado ao do
(R)-(-)-Linalol.
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Na realizacéo deste teste, utilizamos o Diazepam, na dose de 1 mg/kg,
como droga padrdo de efeito ansiolitico. Os animais tratados com o Diazepam
aumentaram significativamente o niumero de entradas e o tempo de permanéncia
nos bragos abertos, enquanto que nos bragos fechados diminuiram o tempo de
permanéncia, mas aumentaram o numero de entradas significativamente. Nossos
resultados estdo de acordo com estudos previamente publicados por Moser (1989),
Helton et al. (1996) e Eguchi, Inomata e Saito (2001) (GRUNDMAN et al., 2007).

Finalmente, foi realizada uma avaliagdo comparativa da atividade
anticonvulsivante dos Linaldis. Os modelos de escolha foram os Testes das
Convulsdes induzidas pelo Pentilenotetrazol, Picrotoxina e Eletrochoque Auricular
Maximo, uma vez que ja existem estudos que comprovam a atividade
anticonvulsivante da forma racémica do Linalol nesses testes (ELISABETSKY;
COELHO DE SOUZA; DOS SANTOS, 1995; BARROS; ELISABETSKY, 1996).

Os testes de triagem que tém dominado a pesquisa para novas drogas
anticonvulsivantes sao os Testes das Convulsdes Induzidas pelo PTZ e EAM. Estes
dois modelos formam a base da triagem porque eles identificam individualmente
diferentes DAEs e, combinados, foram considerados capazes de identificar todas as
DAEs (MELDRUM, 2002). Eles podem predizer a eficacia clinica e o mecanismo de
acgao das drogas (BOURGEOIS, 1998; OLIVEIRA et al., 2001).

O PTZ é um derivado tetrazol com potente acado convulsivante
(STONE, 1970; RHODES; FRYE, 2004). O modelo das convulsdes induzidas pelo
PTZ ¢é considerado um modelo experimental valido para as convulsdes
generalizadas mioclénicas e crises de auséncia em humanos (LOSCHER,;
SCHMIDT, 1988; SAYYAH et al., 2004), reproduzindo um quadro semelhante ao
encontrado no “pequeno mal” epiléptico (SAGRATELLA, 1998; QUINTANS-JUNIOR
et al., 2002).

Os sintomas decorrentes da administracdo do PTZ sdo acompanhados
de um padrao de ativacao focal do SNC, caracterizado por contracdes mioclénicas e
espasmos clénicos seguindo-se, geralmente, de uma convulsao ténica generalizada
(OLIVEIRA et al., 2001).

Neste teste, evidenciamos uma protecdo contra as convulsdes
causada, principalmente, pelo (R)-(-)-Linalol e (RS)-(zx)-Linalol, na dose de 300
mg/kg, onde a percentagem de protecdo foi a mesma para estas duas formas

(Quadro 3, p. 73). Houve também um aumento da laténcia para o inicio das
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convulsdes, sendo que na dose de 100 mg/kg apenas o (RS)-(x)-Linalol aumentou
significativamente. No entanto, na dose de 200 mg/kg, foi evidenciada uma maior
relacdo de efeito entre o (R)-(-)-Linalol e (RS)-(x)-Linalol. E na dose de 300 mg/kg
as trés formas do linalol aumentaram a laténcia de forma significativa (Grafico 10, p.
73). Com relagdo a mortalidade, a percentagem foi baixa, chegando a 0% nos
animais tratados com (S)-(+)-Linalol, na dose de 200 mg/kg, e com (RS)-(z)-Linalol,
na dose de 300 mg/kg, mostrando que nao houve uma potencializagdo do efeito
toéxico do PTZ, ao contrario do efeito observado com outro monoterpeno de estrutura
quimica semelhante, a Hidroxidihidrocarvona, que apresentou uma alta percentagem
de mortes nos animais (OLIVEIRA, 2006).

De maneira semelhante, Elisabetsky, Coelho de Souza e dos Santos
(1995) demonstraram o efeito anticonvulsivante do (RS)-(x)-Linalol neste teste.
Assim, a partir destes resultados, podemos sugerir que o efeito anticonvulsivante
semelhante a drogas utilizadas no “pequeno mal” epiléptico da forma racémica esta
relacionado, principalmente, ao seu enantidmero, (R)-(—)-Linalol, o que pode ser
mais bem evidenciado na dose de 200 mg/kg. Além disso, percebe-se que, com o
aumento da dose, a especificidade da acdo diminui, de modo que, na maior dose
testada, ndo houve diferenca entre os enantidmeros e o racemato.

Como o mecanismo de a¢ao do PTZ envolve uma inibicdo da atividade
do GABA no receptor GABAA (MELDRUM, 1981; GALE, 1992; WESTMORELAND et
al., 1994, AMABEOKU; GREEN; KABATENDE, 2007), provavelmente atuando no
sitio benzodiazepinico (REHAVI; SKOLNICK; PAUL, 1982; JUNG; LAL; GATCH,
2002), o modelo padrao utilizado foi o Diazepam (4 mg/kg).

O Diazepam é um benzodiazepinico que age aumentando o efeito
inibitério do GABA por interagir com o sitio de ligagdo para benzodiazepinicos nos
receptores GABAérgicos tipo A, facilitando a abertura dos canais de cloreto mediada
por GABA, inibindo, assim, as crises convulsivas nos camundongos (SIEGHART,
1992; RUJJANAWATE; KANJANAPOTHI; PANTHONG, 2003). Em nossos
experimentos, o Diazepam mostrou-se capaz de proteger em 100% os animais das
convulsées.

Na tentativa de melhor caracterizar esta relacdo entre os Linaldis na
atividade anticonvulsivante, o segundo modelo utilizado foi o Teste das Convulsdes
Induzidas pelo Eletrochoque Auricular Maximo, que se baseia na observacao de que

a estimulagdo, por meio de pulsos elétricos repetitivos e usando parametros
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adequados, é capaz de induzir um padrao caracteristico de atividade epiléptica em
diferentes estruturas neuronais que, auto mantida, € comumente denominada como
pos-descarga (QUINTANS-JUNIOR et al., 2002).

Este teste € mais utilizado, frequentemente, como um modelo animal
para a identificacdo da atividade anticonvulsivante de drogas eficazes no “grande-
mal” (CARLINI, 1985; QUINTANS-JUNIOR et al., 2002). O teste do Eletrochoque
identifica agentes ativos contra convulsdes ténico-clénicas generalizadas, devido ao
bloqueio da propagacgao das convulsées (LOSCHER; SCHMIDT, 1988; BLANCO et
al., 2007).

Os resultados obtidos neste teste evidenciam uma protegdo e uma
reducdo na duragao das convulsdes nos animais tratados com as trés formas de
Linalol, indistintamente nas doses de 200 e 300 mg/kg, sendo que o (RS)-(x)-Linalol
protegeu 100% dos animais na dose de 300 mg/kg (Quadro 4, p. 75), corroborando
os resultados obtidos por Elisabetsky, Coelho de Souza e dos Santos (1995) com a
forma racémica. Isto indica que o (RS)-(x)-Linalol exerce seu efeito de forma
semelhante a drogas anticonvulsivantes utilizadas para o tratamento do “grande mal”
epiléptico, tanto devido ao seu enantidbmero (S)-(+)-Linalol quanto ao (R)-(—)-Linalol.

Nas doses de 200 e 300 mg/kg, os trés linaldis reduziram
significativamente a duragdo das convulsdes. Contudo, na dose de 100 mg/kg, o
(RS)-(z)-Linalol provocou um aumento na duragao das convulsdes (Grafico 11, p.
75). Estes resultados nao explicitam diferengas entre as atividades dos trés linaléis.
Além disso, o comportamento inesperado do (RS)-(t)-Linalol ndo pode ser
conclusivo, pois se trata de um resultado isolado.

A Fenitoina, na dose de 25 mg/kg, foi a droga padrdo de escolha. E
altamente eficaz em reduzir a intensidade e a duragao das convulsdes induzidas
eletricamente em camundongos, embora seja ineficaz contra as convulsdes
induzidas pelo PTZ. Clinicamente, isto € explicavel pelo fato de que a Fenitoina é
utilizada em varias formas de crises parciais e generalizadas, embora nao contra as
crises de auséncia. Atua bloqueando a excitabilidade da membrana, por uma acao
sobre os canais de sédio dependentes de voltagem (RANG et al., 2004). Em nossos
resultados, a Fenitoina protegeu os animais das convulsdes em 75% e da morte em
100%, apresentando uma diminui¢ao significativa das convulsodes.

Para investigar melhor a participacdo das trés formas do Linalol no

sistema GABAérgico, tendo em vista estudos prévios comprovando a atuagéo da
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forma racémica neste teste (BARROS; ELISABETSKY, 1996), foi utilizado o Teste
das Convulsdes Induzidas pela Picrotoxina (PIC), que é um estimulante do SNC
sendo utilizada na inducdo quimica de convulsbes através da inibicdo dos
receptores GABAérgicos. Trata-se de um modelo de epilepsia focal recorrente para
crises do tipo “pequeno mal” ou de crises de auséncia (MELLO; BORTOLOTTO;
CAVALHEIRO, 1986; QUINTANS-JUNIOR; MELLO, 2006). A reversdo da
estimulacao induzida pela picrotoxina € considerada um parametro eficaz no estudo
de drogas anticonvulsivantes que atuam em mecanismos envolvidos com o sistema
GABAérgico (NNGOUEMO; NQUEMBY-BINA; BALDY-MOULINIER, 1994; ZIA et al,
1995; HUANG et al., 2001; QIAN et al., 2005).

Nossos resultados mostraram que o (R)-(-)-Linalol e o (RS)-(x)-Linalol
promoveram protecdo para o desenvolvimento das convulsdes, evidenciada,
principalmente na dose de 300 mg/kg, podendo ser observado um efeito sinérgico,
semelhante ao demonstrado no teste do PTZ (Quadro 5, p. 77). Na dose de 200
mg/kg, apenas o (RS)-(z)-Linalol aumentou a laténcia para o inicio das convulsodes,
enquanto que na dose de 300 mg/kg esse aumento foi provocado pelos trés Linaldis,
sugerindo, desta forma, que o efeito anticonvulsivante do (RS)-(t)-Linalol esta
relacionado principalmente com o seu enantidbmero (R)-(-)-Linalol, embora haja uma
participagéo do (S)-(+)-Linalol (Grafico 12, p. 77).

Anticonvulsivantes classicos, tais como Diazepam, tém efeito protetor
contra as convulsdes induzidas pela picrotoxina (DEYN et al., 1992; DE SOUSA;
NOBREGA; ALMEIDA, 2007). Resultados semelhantes com o Diazepam (4 m/kg)
foram observados em nossos experimentos, uma vez que o Diazepam promoveu

uma protecao significativa contra as convulsdes.
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VIl - CONCLUSOES

Diante da analise dos resultados obtidos no presente estudo, nas

doses utilizadas e via testada, conclui-se que:

O (S)-(+)-Linalol, (R)-(-)-Linalol e (RS)-(x)-Linalol induzem alterag¢des
comportamentais semelhantes as de drogas depressoras do SNC,
observadas na Triagem Farmacolégica Comportamental e no Teste do

Campo Aberto;

O (R)-(-)-linalol e o (RS)-(x)-linalol possuem efeitos sedativos e
interferem com a atividade locomotora dos animais tratados com essas

substancias;

O (S)-(+)-Linalol apresenta caracteristicas de droga com perfil
ansiolitico, por ter aumentado o numero de entradas e o tempo de
permanéncia dos animais nos bragos abertos no Teste do Labirinto em

Cruz Elevado;

O (S)-(+)-Linalol, (R)-(-=)-Linalol e (RS)-(+)-Linalol apresentam atividade
anticonvulsivante, sendo mais evidente nos animais tratados com o
(R)-(-)-Linalol e (RS)-(£)-Linalol;

A enantioseletividade dos compostos teve influéncia direta nos efeitos
das trés formas do Linalol, uma vez que essas estruturas sao
basicamente semelhantes em suas ag¢des farmacoldgicas, embora
tenham algum grau de seletividade, demonstrando que a molécula com
o grupo hidroxi na configuragédo R do carbono 3 € mais bioativa do que

a molécula com a configuragdo S, exceto quanto a atividade ansiolitica.
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