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RESUMO

A ansiedade patologica é um disturbio neuroldgico que afeta milhares de pessoas
em todo o mundo, sendo caracterizada por sintomas bem definidos e que trazem varios
transtornos as pessoas que dela padecem. Com efeito, € importante que pacientes
recebam tratamento que seja adequado e de fato efetivo. A planta Achyrocline
satureioides (Lam.) DC. — Asteraceae tem sido tradicionalmente utilizada como
ansiolitica, sedativa e calmante natural, sendo abundante em todo territorio brasileiro.
Nos estados do sul do pais, e especialmente no Rio Grande do Sul, suas inflorescéncias
sdo colhidas para compor o estofo de travesseiros e estofados, na tentativa de diminuir a
ansiedade e tranquilizar o sono, fortalecendo assim sua importancia na medicina
popular. Entretanto e apesar de seu uso disseminado para 0s propdsitos supracitados,
nenhuma comprovacao cientifica destes efeitos, incluindo, pois, o efeito ansiolitico, tem
sido rigidamente relatada. Assim, o objetivo deste trabalho foi o de investigar 0 uso
popular do 6leo essencial de inflorescéncias de A. satureioides, com énfase especial em
seu potencial efeito ansiolitico. Para dados, foram utilizados os ensaios do Labirinto em
Cruz Elevado (LCE), do Campo Aberto (Open Field), o teste Claro-Escuro e o Rotarod,
todos classicamente envolvidos na validacdo farmacologica de ativos potencialmente
ansioliticos. Nossos resultados, envolvendo a administracdo do 6leo essencial de A.
satureioides via intracerebroventricular (i.c.v.) em ratos, comprovaram a auséncia de
efeito ansiolitico significativo para as diferentes doses do 6leo testadas, ao mesmo
tempo em que ndo foram observados nas condi¢bes experimentais de estudo: perda da
atividade motora, efeito catatbnico, sedacdo ou prejuizo no desempenho geral dos
animais sob andlise neuroetolégica. O dleo em estudo foi obtido hidrodestilacdo e
submetido a Cromatografia Gasosa acoplada de Espectrometria de Massas (CG-EM)
para caracterizacdo/marcacdo fitoquimica, que mostrou ser o mesmo bastante rico em
alfa-pineno (45,49%), o que esta de acordo com o relatado na literatura cientifica.
Finalmente, o trabalho apresenta marcado interesse etnofarmacoldgico e
epidemioldgico, pois evidencia dados contrarios ao uso popular do 6leo da planta,
sobretudo na forma de aromaterapia, a0 menos nas nossas condi¢des experimentais. Isto
é imperativo na oferta de alternativas terapéuticas que sejam de fato validadas e efetivas
no tratamento sucedaneo ou complementar da ansiedade, em que pese a necessidade de
maiores estudos.
Palavras-Chaves: Labirinto em Cruz Elevado (LCE): Claro-Escuro: Campo Aberto

(Open Field): Atividade Ansiolitica: Etnofarmacologia: Oleo Essencial.



ABSTRACT

Pathological anxiety is a neurological syndrome that complies millions of
individuals worldwide. Therefore, effective and well validated treatments must be
disposed for people suffering of the harmful symptoms evolving anxiety. The plant
Achyrocline satureioides (Lam.) DC. — Asteraceae has been traditionally used in
Brazilian folk medicine due to its anxiolytic, sedative and tranquilizer properties. In fact
and particularly in South of Brazil, it is very common the use of flowering plant in
wadding pillow in order to promise a better and more comfortable sleeping, which is
also explored by industries that produces pillows to sale. However and besides
disseminated folk uses, no scientific validation of those properties, including anxiolytic
ones, has been strictly reported. Thus, the main aim of this work was to investigate the
popular use of essential oil of flowering A. satureioides with special emphasis on its
potential anxiolytic effects. It was used the Elevated Plus Maze test, Open Filed test,
Ligth/Dark Box and Rotarod tests, traditionally used on experimental validation of new
potential anxiolytics. According our results, evolving the i.c.v injection of different
doses of A. satureioides essential oil, no significant anxiolytic effect was observed as
well as no locomotor impairments, catatonia or sedation were caused to animals under
neuroethological analysis according our experimental conditions. Also in this work, a
complete phytochemical characterization of essential oil of A. satureioides was
provided by use of Gas chromatography—mass spectrometry (GC-MS) that showed to be
the oil rich in alpha-pinene (45.49%) which is in accordance to previous reports.
Finally, this work has a marked ethonopharmacological and epidemiological interest,
since it showed for the first time data in an opposed sense of folk medicinal usage of
plant, particularly when considered the aromatherapy approach and the our
experimental conditions. It is imperative in the offer of substitutive or complementary

therapeutic alternatives for anxiety control.

KEYWORDS: Elevated Plus Maze test; Open Filed test; Ligth/Dark Box test;

Ethopharmacology; Anxiolytics and Essential oils.



1. INTRODUCAO

1.1 ANSIEDADE: ASPECTOS GERAIS E SUAS IMPLICACOES

Todos os seres humanos apresentam ao longo da vida variagdes afetivas normais
e ligadas a sentimentos de desanimo, frustracdo, euforia, interesse ou prazer, em
resposta a estimulos psico-ambientais. Contudo e em alguns casos, essa resposta pode
evoluir para uma patologia, ou seja, para um distdrbio psiquiatrico que se caracteriza
por um transtorno afetivo ou do humor, 0 que neste caso repercute em importantes
implicacbes de diferentes ordens (GUIMARAES, 1996; STOPPE JR. & LOUZA
NETO, 1997).

Segundo o consenso mais comum, a ansiedade é tida como sinénimo de angustia
e de tormento, sendo um estado emocional acompanhado de alteragbes somaéticas
(cardiacas e respiratorias, principalmente) em que o individuo prevé ou antecipa
situacOes desagradaveis de natureza real ou imaginaria (FERREIRA, 2001). Ja Funchs e
Wannmacher (2012) descrevem a ansiedade como sendo um sentimento que muitas
vezes nos direciona ou condiciona positivamente para uma agdo em resposta aos
estimulos do estresse de diferentes tipos, quando ainda em propor¢do de normalidade.
Entretanto, a demasia da resposta, sobretudo em termos de sua longeividade e
intensidade, pode levar a incapacidade ou prejuizo de acgdo, sendo tal processo
desencadeado por uma situacdo em geral imaginaria ou traumatica e intermediado por
neurotransmissores especificos. Por fim, o nivel alto de ansiedade atinge o rendimento
das tarefas individuais, sobretudo ao atrapalhar o &nimo e a concentracdo, de modo a
prejudicar rotineiramente o individuo. A avaliacdo dos niveis de ansiedade € conhecida
como curva de Yerkes-Dodson e ajuda a analisar os aspectos adaptativos ou mal
adaptativos da ansiedade e, é nesse Ultimo sentido que certos estados da ansiedade sdo
considerados transtornos e necessitam de intervencao psiquiatrica e/ou farmacoldgica
(GRAEFF e GUMARAES, 2000).

Assim, a ansiedade € considerada como disturbio quando ocorre em exagero e
sem motivos aparentes em resposta a um determinado tipo de estresse, onde neste caso
perde sua funcdo adaptativa e positiva, como acima discutido, desencadeando
sofrimento e exigindo intervencdo terapéutica. O transtorno de ansiedade pode
caracterizar-se pela sensacdo de morte iminente, medo, sudorese, taquicardia,
xerostomia, mal estar estomacal, falta de ar, formigamentos e coceiras pelo corpo,

vontade de evacuar, insdnia, incapacidade de se concentrar, tomar decisdes ou realizar



10

um determinado trabalho, o que em geral limita a qualidade de vida do individuo,
sobretudo, pela cronicidade de tais sintomas (DAVISON, 2008; STHAL, 2012).
Ademais, essas alteragdes de fundo psicoldgico ou somatico e, mais atualmente também
de fundo neurobioldgico (LAMBERT e NABER, 2008), podem, quando em excesso,
levar a outras patologias, como: alteracdes respiratdrias relacionadas a conexao da
amigdala com o nucleo parabraquial no tronco cerebral, podendo provocar dispneia,
exacerbacdo da asma ou uma falsa sensacdo de sufocamento/asfixia (BOURAS e
HOLT, 2007).

Existem varias areas cerebrais e circuitos neurais envolvidos nos processos de
desenvolvimento, manutencdo e no tratamento da ansiedade, tais como sistema limbico
(septo, hipocampo, giro do cingulado, por¢Bes do hipotdlamo, amigdala e outras
porcdes do lobo temporal) e cortex pré-frontal medial, bem como suas conexdes via
sistemas monoaminérgicos (serotonina, norepinefrina e dopamina) e outras areas do
tronco cerebral (como a substincia cinzenta periaquedutal dorsal) (FUNCHS e
WANNMACHER, 2012). Sabe-se que conexao entre a amigdala e o locus ceruleus
pode deflagrar respostas do sistema autbnomo que liberam noradrenalina com
consequente aumento da frequéncia cardiaca e da pressdo arterial (PACAK e
PALKOVITS, 2001). No caso de algumas sindromes cronicas, é possivel o
desdobramento em longo prazo para arteriosclerose, isquemia cardiaca, hipertensao de
dificil controle, infarto do miocardio e até morte subita, atuando a ansiedade como
entidade precipitante ou facilitadora destas ocorréncias (STAHAL, 2002). Todos estes
eventos potencialmente associados complicam ainda mais o prognostico da sindrome de
ansiedade, revelando, por certo, sua importancia clinico-prética.

Além dos complicadores fisicos, os transtornos de ansiedade costumam ter
associado o chamado “sintoma” psicoldgico, “a preocupacdo”, podendo esta se
manifestar no formato de sofrimento ansioso, expectativas apreensivas, pensamentos
catastroficos e obsessdo. Tais manifestacbes podem levar a sérios problemas de ordem
social, como aqueles agregados aos comportamentos agressivos e/ou aversivos, e
aqueles que levam a casos de reclusdo/isolamento e invalidez (KAZUO NAKAMURA
E MITSUE KURASAWA, 2001).

Embora ndo seja facil classificar a ansiedade patologica e existam controvérsias
em relacdo as suas exatas classificagdes nosoldgicas, a Associagdo Americana de
Psiquiatria elabora, desde 1952, o Manual Estatistico e Diagnéstico dos Transtornos

Mentais, que é amplamente utilizado e reconhecido por profissionais da area da saude.



11

Atualmente esse manual encontra-se na sua quinta versdo (DSM-5), tendo sido langado
ao publico especializado em maio de 2013. Segundo este manual os transtornos de
ansiedade principais estéo classificados em:

Transtorno de Ansiedade de Separacdo: Ocorre principalmente na infancia,
em idade abaixo de 12 anos. Esse transtorno é caracterizado normalmente pelo medo da
separagdo de entes queridos (principalmente o0s pais) ou pesadelos continuos
relacionados com essa situacdo. Entretanto, também pode estar relacionado com o medo
de se perder ou ser sequestrado, ou ainda de dormir fora de casa, entre outras situacdes
corriqueiras. Essa fobia pode levar a sintomas como dor de cabeca e palpitacfes. Para
que seja caracterizado o transtorno de ansiedade de separacdo a perturbacdo deve estar
ocorrendo por pelo menos quatro semanas em criangas e adolescentes e seis meses em
adultos, de modo a cronicidade ter participacdo importante na classificacdo dos
transtornos de ansiedade (DSM-5, 2013).

Mutismo seletivo: Ocorre normalmente na infancia, sendo caracterizado pela
timidez ou medo de falar em situacOes determinadas. Esta timidez ou aversdo, na
maioria das vezes acompanhada de ansiedade, acaba interferindo na educacdo e na
interacdo social de um individuo em formacdo pessoal e de carater. Para uma ampla
caracterizacdo, a duracdo do distdrbio deve ser de pelo menos um més para a maioria
dos casos (DSM-5, 2013).

Fobia Especifica: medo de algo especifico como um objeto, ente animado ou
inanimado ou mesmo de uma situacdo, como por exemplo, medo de animais, elevador,
de voar ou de receber injecdo, provocando quase sempre um medo imediato, sendo esse
desproporcional a situagéo real e persistente por mais de seis meses (DSM-5, 2013).

Transtorno de Ansiedade Social (Fobia Social): caracteriza-se pela aversdo do
individuo as pessoas e lugares publicos, por imaginar que terd um comportamento
improprio ou que serd humilhado pelas pessoas defronte outras. O medo €
desproporcional a ameaga da situacdo social real, causando grande sofrimento e
problemas sociais para as pessoas que dele sofrem por um periodo superior a seis meses
(DSM-5, 2013).

Transtorno de Panico: E um medo ou desconforto intenso que leva o individuo
a um repentino de panico. Para que seja caracterizado o transtorno do panico, a
perturbacdo deve provocar na pessoa, quatro ou mais dos seguintes sintomas:
PalpitacOes, sudorese, tremor, sensacdo de sufocamento ou asfixia, dor no peito,

nduseas, tontura, calafrios, parestesias, sensacOes de despersonalizacdo ou
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desrealizacdo, medo de enlouquecer e medo de morrer. Também deve estar associado a
preocupac0es adicionais e/ou mudanca de comportamento, em geral por pelo menos um
més (DSM-5, 2013).

Agorafobia: Marcado pelo medo ou ansiedade sobre duas (ou mais) das
seguintes situacdes: utilizar transporte publico, estar em espacos abertos ou fechados,
estar fora de casa e sozinho, ficar na fila ou estar envolto na multiddo. Agorafobia quase
sempre provoca medo ou ansiedade, sendo esses exagerados e fora de proporgéo
comparadas a uma situacédo de perigo ou ameaca real. Diante dessa situacdo o individuo
acaba evitando situacdes que Ihe possam trazer a tona o medo/ansiedade, o que pode
trazer problemas sociais e sofrimento, que para classificagdo devem perdurar por pelo
menos seis meses (DSM-5, 2013).

Transtorno de Ansiedade Generalizada: Ansiedade excessiva sobre
determinada situacdo ou evento rotineiro, que ocorre na maioria dos dias e de maneira
incontrolavel. A intensidade, duracdo ou frequéncia da ansiedade e preocupagdo, como
em muitas dos outros tipos sdo fora de propor¢do mediante ao real acontecimento. Além
disso, deve estar associada a trés ou mais dos seguintes sintomas: Inquietacdo, tensao ou
nervosismo, fadiga, dificuldade de concentracdo, irritabilidade, tensdo muscular e
insdnia por tempo prolongado (DSM-5, 2013).

Substancia Transtorno de Ansiedade / Induzido por Medicagdo: Ataques de
panico ou de ansiedade ap0s a intoxicacdo ou a retirada subita de alguma substancia
quimica, trazendo perturbacdo, sofrimento ou prejuizo no lidar social, ocupacional, ou
outras areas importantes do cotidiano. As principais substancias envolvidas nesse tipo
transtorno s&o: Alcool, cafeina, maconha, fenciclidina, opidides, sedativos, hipnéticos,
ansioliticos, anfetaminas, cocaina, entre outras (DSM-5, 2013).

Transtorno de Ansiedade devido a outra condicdo médica: E a consequéncia
fisiopatoldgica direta de outra condicdo médica, em esquema de co-morbidade. Os
sintomas podem incluir: Ansiedade proeminente ou ataques de panico causando
sofrimento ou prejuizo no operar social, ocupacional, entre outros (DSM-5, 2013).

Outro Transtorno de Ansiedade especificado: Quando ocorre transtorno de
ansiedade com prejuizo da lida social, ocupacional ou qualquer outro, desde que ndo
satisfaca os critérios para qualquer um dos distirbios ou classe de diagndsticos de

ansiedade descritos anteriormente (DSM-5, 2013).
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Transtorno de Ansiedade ndo especificado: Esta categoria aplica-se a
situacOes onde ha os sintomas caracteristicos de ansiedade, porém o clinico opta por ndo
especifica-lo ou ainda quando ndo ha informacdo suficiente para a feita de um

diagndstico mais especifico (DSM-5, 2013).

Os disturbios de ansiedade juntamente com os distarbios do humor sdo as
desordens mentais mais comuns (GOODMAN e GILDMAN 2012), sendo que no
Brasil, segundo dados da OMS do ano de 2000, a ansiedade foi mais prevalente do que
os transtornos do humor, apresentando-se como um problema de salde publica
evidente, como suportado por inumeros dados estatisticos. Estudos demonstram que
cerca de 25% da populacdo global apresentou, apresenta ou apresentara algum tipo
ansiedade patoldgica. De fato, o relatdrio Mundial da Satde de 2000 aponta que 22,6%
das pessoas no Rio de Janeiro sofrem de ansiedade generalizada (OMS, 2000). Um
estudo mais recente, apresentado no Plano Nacional de Salde Mental 2007-2016
(BRASIL), demonstrou que, em nossa sociedade, esses trantornos sdo uma das
principais causas de incapacidade, sendo responsaveis por quase metade das causas das
desordens neuropsiquiatricas.

Anualmente, muito se gasta economicamente com o tratamento da ansiedade.
Nos EUA foram estimados para o ano de 1990, gastos de cerca de 64 bilhdes de ddlares
somente com os transtornos de ansiedade, o que representa 31% do total dos custos com
a assisténcia a saude mental (BARLOW, 2002). Infelizmente, no Brasil, ha poucos
estudos que representem com plena confianga os indices exatos de prevaléncia de
pessoas afetadas pelos transtornos mentais, incluso ansiedade, e, sobretudo, dos gastos
deles consequentes (SANTOS E SIQUEIRA, 2010).

1.2. MECANISMOS NEURAIS/NEUROTRANSMISSORES ENVOLVIDOS NOS
TRANSTORNOS DE ANSIEDADE E TRATAMENTO

Hoje com os avancos nos estudos das estruturas cerebrais, areas neurais e
neurotransmissores envolvidos na ansiedade, sabe-se que a ansiedade e medo séo
controlados pela amigdala, estrutura cerebral que se localiza proxima ao hipocampo e
que tem conexdes com outras areas cerebrais, tais como, o cortex pre-frontal e

orbitofrontal, que controlam a afetividade e o sentimento de medo (PACAK e
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PALKOVITS, 2001); (SVED, CANO, et al., 2002); (MORILAK e FRAZER, 2004). A
amigdala apresenta conexdes com &reas motoras envolvidas nas respostas a essas
sensagdes, como por exemplo, o cortex cingulado e o tronco cerebral. Essas Ultimas
areas controlam as atividades motoras ligadas a fuga, a luta ou ao congelamento da agédo
(STHAL, 2012). Apesar de a amigdala ser bastante importante na ansiedade, ela ndo ¢ a
Unica estrutura centralizada no desenvolvimento e manutencéo do transtorno. O sistema
limbico (septo, hipocampo, giro do cingulado, por¢ées do hipotalamo, amigdala e outras
porcdes do lobo temporal), cortex pré-frontal medial, bem como suas conexdes via
sistemas monoaminérgicos (serotonina, norepinefrina e dopamina) e outras areas do
tronco cerebral (como a substdncia cinzenta periaquedutal dorsal), também estdo
envolvidas nos processos e nos tratamentos da ansiedade (FUNCHS e
WANNMACHER, 2012).

A ansiedade também esta relacionada com alteracdes neuroquimicas moduladas
por neurotransmissores como a serotonina, acido y-aminobutirico (GABA), dopamina,
noradrenalina e glutamato, além dos canais i6nicos sensiveis a voltagem, como alguns
dos canais de sddio e de calcio. Os mecanismos que envolvem esses neurotransmissores
se fazem importantes e evidentes a medida que muitas drogas ansioliticas agem sobre
neurotransmissores especificos para aliviar os sintomas da ansiedade, quando se
considera o tratamento da desordem (KAPCZINSKI, QUEVEDO e IAQUIERDO,
2011).

A seguir serd feita uma breve revisdo dos neurotransmissores, suas acGes no
sistema nervoso ligadas a ansiedade e os principais farmacos envolvidos no controle dos
transtornos de ansiedade.

Apesar da participacdo de outros neurotransmissores, acredita-se que o GABA e
Glutamato tenham participacdes preponderantes na ansiedade. O excesso de glutamato
na fenda sinaptica pode causar hiperexcitacdo e levar a desordens psiquiatricas ou
neuroldgicas como ataque de panico, psicose, epilepsia, ansiedade e outros, levando
ainda a danos permanentes de regides cerebrais como 0s que ocorrem na esquizofrenia
(STHAL, 2012). Por outro lado, o GABA exerce papel regulador de varios neurdnios,
incluindo os da amigdala e os das alcas corticoestriadas-taldamica-corticais (CSTC), que
como sabido também se relacionam com transtornos da ansiedade (BREMNER,
LICINIO, et al., 1997). O GABA ¢ o principal neurotransmissor inibitorio do sistema
nervoso central (SNC) de mamiferos e sua acdo se d& pela ligacdo a receptores

ionotrépicos (GABAA e GABA() e metabotrdpicos especificos (GABAg), alterando a
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permeabilidade ao cloreto no caso dos primeiros tipos de receptores, e entdo, o potencial
de acdo dos neurdnios pds-sinapticos para valores de limiar hiperpolarizados (GOLAN,
ARMEN, et al., 2009).

Mesmo antes de o homem ter os conhecimentos sobre as areas cerebrais e 0s
neurotransmissores envolvidos nos transtornos de ansiedade, esse ja se valia de
substancias quimicas na tentativa de eliminar ou aliviar os sintomas e o sofrimento
gerados pela ansiedade excessiva. O ansiolitico mais antigo que se tem noticia e
provavelmente o mais utilizado até hoje, muito embora ndo em escala terapéutica, é o
alcool etilico. Entretanto, e desconsiderando o empirismo, sua aplicagdo como
tratamento médico da ansiedade é contraindicada, pois possui baixo indice terapéutico,
causa interferéncia psicomotora e dependéncia, potencializa outros depressores do SNC,
além de inumeros outros inconvenientes quando, sobretudo, em dosagens mais altas
(GOLDBERG, 1984).

Os primeiros medicamentos a serem usados no tratamento da ansiedade foram os
sais de bromo no século XIX. No século seguinte com o aparecimento dos derivados da
maloniluréia, conhecidos como barbitaricos, os sais de bromo deixaram de ser usados,
pois causavam varios efeitos colaterais, além do classico efeito toxico conhecido como
Bromismo (GRAEFF e GUIMARAES, 2000). Deste modo e também, o primeiro
tratamento farmacol6gico moderno da ansiedade patoldgica a atuar via mecanismo
GABAérgico foram o0s barbitiricos no inicio do século XX, seguidos dos
benzodiazepinicos. Tanto os barbituricos quanto os benzodiazepinicos, muito embora
através de sitios diferentes, agem sobre os receptores GABAa aumentando as
condutancias de cloreto induzidas pelo GABA. Os barbitdricos aumentam a duracao
temporal de abertura do canal de cloreto acoplado ao receptor, enquanto 0s
benzodiazepinicos aumentam a frequéncia de abertura. Os barbitdricos ainda e quando
em altas concentragdes abrem os canais i6nicos acoplados aos receptores na auséncia de
GABA e parecem exercer um efeito antagonista em receptores glutamatérgicos tipo
AMPA (SIEGHART, RAMERSTORFER, et al., 2012)

Os barbitdricos foram usados por muito tempo e foram substituidos
gradativamente pelos benzodiazepinicos por esses serem estes ultimos mais eficazes,
terem maior poder terapéutico e causarem menor nivel de dependéncia. Os
benzodiazepinicos, particularmente quanto ao efeito hipnético, tem mostrado melhor
indice terapéutico que os barbitaricos (CARLSON e ROY-BYRNE, 2002; SADOCK e

SADOCK, 2002). Além disso, os barbitdricos como o fenobarbital, em adi¢do a sedacdo
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e a hipnose, podem também causar anestesia geral, coma e até morte, dependendo da
dose utilizada, o que implica mais uma vez em indice terapéutico desvantajoso quando
comparados aos benzodiazepinicos (GRAEFF e GUIMARAES, 2000).

A serotonina age na amigdala e é o principal neurotransmissor envolvido com 0s
transtornos depressivos. Como transtornos de ansiedade e depressivos podem em
algumas circunstancias se sobreporem, algumas drogas, que agem na modulagdo deste
neurotransmissor, podem ser Uteis no tratamento de transtornos ansiosos, além daqueles
ligados a depressdo (RIBEIRO, KAPCZINK, et al., 2000). Alguns farmacos ansioliticos
indiretos podem aumentar a atividade de serotonina pelo blogueio de seu transportador
(SERT), como é o caso dos inibidores de receptacdo de serotonina (ISRS) e o0s
inibidores de recaptacdo de serotonina e noradrenalina (IRSN). A Buspirona é um
derivado piperazinil pertencente a familia das azapironas, ndo tem afinidade por
receptores benzodiazepinicos e ndo atua diretamente sobre a neurotransmissao
GABAérgica. A Buspirona atua como agonista parcial nos receptores serotonérgicos (5-
HT1a) e tem afinidade por receptores dopaminérgicos D,-simile (RD;), sendo
amplamente usado como um farmaco ansiolitico nos ultimos anos (LIMA, MACEDO,
et al, 2002). A buspirona apresenta grandes vantagens em relacdo aos
benzodiazepinicos, uma vez que ela ndo afeta a atividade motora, ndo causa sindromes
de abstinéncia e ndo causa depressdo no SNC mesmo com a presenca de &lcool
(TUNNICLIFF G, 1991); (GRUNDMANN, NAKAJIMA, et al., 2007). Contudo, ha de
se ressaltar que também possui algumas desvantagens, na medida em que também
apresenta efeitos colaterais, que incluem nauseas, cefaleia e tontura. Além disso,
necessita em geral ser administrada 3 vezes ao dia, além do que s6 comeca a diminuir os
sintomas da ansiedade cerca de duas semanas ap0s o inicio do tratamento, o que pode
prejudicar a adesdo terapéutica (CALANDRE e IRIBAS, 1992); (CONNOR e
DAVIDSON, 1988); (LIEBOWITZ, SCNEIER, et al., 1992).

As catecolaminas aumentam durante as sindromes de ansiedade e nas fobias
(LIEBOWITZ, SCNEIER, et al., 1992). A liberacdo excessiva de noradrenalina pelo
I6cus coeruleus estimula a amigdala. Esse estimulo se da porque esse neurotransmissor
se liga a receptores al e Bl responsaveis pela liberacdo de adrenérgicos da amigdala
durante a ansiedade (RUBALCAVA CL, 1994); (TAYLOR FB, 2006). Alguns testes
vém sendo feitos na tentativa de diminuir os efeitos das catecolaminas utilizando
antagonistas, bloqueadores dos receptores al e 1, que agem no sistema nervoso

simpatico e periférico, causando redugdo da acdo das catecolaminas, e
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consequentemente, fazendo com que haja uma diminuicdo da contractilidade e da
velocidade cardiaca (FUNCHS e WANNMACHER, 2012). Estudos recentes com
prazosina e propranolol demonstram que esses agem diminuindo a ansiedade
(LAURENCE e BRUNTON, 2012); (PAGOTTOI, BERGER, et al., 2012) e com
vantagens em relacdo aos tradicionais benzodiazepinicos, por ndo causarem sonoléncia
e nem dependéncia. Contudo, podem causar vasoconstricdo das artérias coronarias
dentre outras desvantagens, o que pode limitar o uso clinico (LIEBOWITZ, GORMAN,
etal., 1985); (BECHELLI e NARDI, 1988)

A dopamina como ja dito também esta envolvida nos transtornos de ansiedade.
Recentemente vem sendo usado no tratamento da ansiedade novos antipsicoticos, tais
como a clozapina. As acOes desta droga se dao em diferentes sistemas
neurotransmissores, incluindo o bloqueio seletivo de receptores dopaminérgicos. Elas
também produzem menos efeitos extrapiramidais, devido ao seu antagonismo sobre 0s
receptores serotoninérgicos 5HT2 ou dissociacdo rapida de receptores dopaminérgicos
D2 (STAHL, 2003). A clozapina também vem sendo usada como co-adjuvante com
SSRIs e outros antidepressivos (RAVINDRAN e STEIN, 2010), porém devem ser
tomadas certas precaucdes no uso dessa substancia, pois, ndo ha definicdo clara da
atividade antidepressiva e ansiolitica. Também deve ser chamada a atencdo para seus
efeitos secundarios, que incluem: sonoléncia, déficit cognitivo, discinesia e possivel
catatonia (MUSCATELLO, SPINA, et al., 2012).

Quanto aos glicocorticdides, o excesso de fator ou horménio liberador das
corticotrofinas (CRF) leva a depressdo, ao transtorno de ansiedade ou ao episddio
depressivo maior (NETO, GAUER e FURTADO, 2003). Alguns tratamentos utilizam
antagonistas de glicocorticoides, que competem com o cortisol e evitam atrofia do
hipocampo por retroalimentacdo negativa do eixo Hipotalamo-Hipd6fise (HPA). Estudos
em modelos animais bloqueando receptores de vasopressina V1b parecem ajudar em
situacBes de estresse onde ha liberacdo de hormdnio adrenocorticotrofico (ACTH) e
glicocorticoides (STHAL., 2012). Estudos em humanos com uma nova classe dos
medicamentos chamados de “vaptans”, que sdo antagonistas seletivos do receptor para
vasopressina V1b, parecem ter efeitos benéficos no tratamento de disturbios
psiquiatricos, incluindo depressdo e ansiedade, a despeito da necessidade de mais
estudos (SERRADEIL-LE GAL, (DECAUX, SOUPART e VASSAR, 2008).

Em que pese a diversidade de alvos moleculares ligados aos diferentes

neurotransmissores supracitados e ainda a existéncia de diferentes alternativas
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terapéuticas, a busca por novos tratamentos € fato bastante discutido entre os
pesquisadores. Além de uma busca por alternativas mais seguras, é imperativo que as
novas alternativas sejam obviamente efetivas ou mais efetivas que a contraparte atual,
ao mesmo tempo em que a busca por novas alternativas pode ajudar na descoberta de
novas abordagens para o entendimento da ansiedade e outras desordens neurologicas
(COELHO, et al., 2006).

Portanto, podemos resumir que apesar da importancia médica dos ansioliticos
disponiveis no mercado ou em estudos, ainda muito ha de se fazer para chegarmos a
uma droga que atue isoladamente nos sintomas da ansiedade, sem causar efeitos
indesejados. A maioria dos medicamentos encontrada no mercado apresenta algum tipo
de acdo secundaria, como dependéncia piscicolégica e/ou perda de memoria, e/ou
irritabilidade, e/ou alteracBGes do sono, e/ou problemas de ordem social e afetiva, entre
outros. Por essas razGes novos esforcos se ddo na busca por novos farmacos de menor
preco, que causem menos dependéncia, que sofram menos interagbes com outros
medicamentos, que produzam menos efeitos colaterais que as contrapartes atuais, ou
ainda que possam tratar pacientes que apresentem refratariedade as drogas disponiveis
no mercado, 0 que representaria um avanco na medicina, sobretudo em termos da
efetividade de tratamento.

Nesse sentido, uma forma alternativa aos medicamentos ansioliticos
convencionais € o uso de plantas medicinais, na forma de fitoterapia ou como fontes
priméarias de novos farmacos. Atualmente estima-se que cerca de 25% a 30% de todas
as drogas utilizadas como agentes terapéuticos sdo na verdade derivados de produtos
naturais (CALIXTO, 2005; VEIGA-JUNIOR & MELLO, 2008). Sabe-se que, o
desenvolvimento dos fitoterapicos representa um mercado rentavel, tanto em paises
industrializados quanto em paises em desenvolvimento. Isso pode ser evidenciado pelas
montas financeiras relatadas para este setor da economia. Na década de 90, o uso de
fitoterapicos disseminou-se intensamente no mercado mundial, sendo que em 1997
atingiram um faturamento de US$ 12,4 bilhdes. Em 2003 esse montante chegou a
ordem de cerca de US$ 22 bilhdes, com um crescimento de 12% ao ano (SAAB, 2001,
apud BRASIL 2003). No caso do Brasil, a estimativa em 2001 era de que US$ 550
milhdes do faturamento da industria farmacéutica brasileira eram oriundos do comeércio
dos fitoterapicos, aliado a um crescimento progressivo de 10% ao ano para 0 mercado
deste tipo de produto (KNAPP, 2001; GUERRA & NODARI, 2003). Na Europa e

Estados Unidos, esses nUmeros sdo ainda mais consideraveis. Dados do ano 2000
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mostram que na Europa esses valores atingiram 8,5 bilhdes de ddlares e nos Estados
Unidos chegaram a 6,3 bilhdes de ddlares (SIMOES & SHENKEL, 2002).

Uma caracteristica da biodiversidade é a distribuicdo desigual de seus
componentes quando considerado o quesito geografico. Os paises em desenvolvimento
contemplam cerca de 67% das plantas medicinais conhecidas, uma riqueza ainda a ser
explorada (ALONSO, 1998). Pela sua abrangéncia territorial e variedades de climas e
solos, o Brasil encontra-se em posi¢édo privilegiada, pois possui a maior biodiversidade
genética vegetal do mundo, com aproximadamente 55.000 espécies catalogadas de um
total estimado entre 350.000 e 550.000 (DIAS, 1996). Esse numero representa entre 10
a 15% das espécies vegetais estimadas do mundo. Toda esta grandeza de soberania é
destacada pelo Ministério da Salde, que coloca o estudo de plantas medicinais como
uma das prioridades de investigacdo em saude (BRASIL, 2008). Assim, a exploracédo
sustentavel de novas fontes de farmacos, sejam eles ansioliticos ou ndo, é assunto de
relevancia para soberania nacional e para o desenvolvimento das areas de salde e do
pais como um todo, principalmente quando se considera o valor agregado que a
biotecnologia pode dar aos produtos que sejam de fato inovadores (GELFUSO, ROSA,
etal., 2013)

Apesar do mercado rentavel e em crescimento e do aumentado interesse
governamental e da sociedade, o uso de plantas medicinais na forma popular ou em
esquema de fitoterapia merece também um olhar sob reservas e ressalvas.

Em primeiro lugar é preciso que especialistas de diferentes setores das areas
meédicas tenham pleno conhecimento sob o assunto a fim de evitar um entusiasmo
exagerado para 0s potenciais beneficios dos produtos naturais quanto para que o
potencial efetivo destes produtos ndo seja desperdicado por conta de julgamentos
superficiais e relutantes sem causa-efeito apropriada (ANDREATINI, et al., 2001;
KINRYS, et al., 2009; GELFUSO, ROSA, et al., 2013).

Questdes técnicas sdo preocupantes quanto avaliamos o estado de arte do uso de
produtos naturais e fitoterdpicos no Brasil e no mundo. Neste contexto, tem-se
percebido que apesar de melhoras nas Gltimas décadas, o controle de qualidade dos
produtos fitoterdpicos é ainda relativamente frouxo quando comparado aos produtos
farmacéuticos da alopatia, sobretudo no que tange a reproducéo da quantidade de efeito
terapéutico ou mesmo toxico de lote para lote ou entre diferentes fabricantes
(GELFUSO, ROSA, et al., 2013). O problema ainda é maior neste mister quando

pensamos no uso caseiro de plantas medicinais. Para que este problema seja resolvido
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ao menos na industria de fitoterapicos é importante que marcos regulatorios sejam cada
vez mais rigidos quando se considera a necessidade de marcagdo fitoquimica. Através
de métodos analiticos cada vez mais sofisticados é importante que extratos vegetais
sejam produzidos considerando cada vez mais a reprodutibilidade esperada para seus
efeitos gerais, na medida em que o uso de extratos padronizados minora os problemas
causados pelos conhecidos efeitos da variacdo de metabolitos secundarios em virtude da
influencia direta e indireta sofrida pelas plantas em termos de fatores bidticos e
abioticos (GELFUSO, ROSA, et al., 2013).

Outro problema se diz da comprovacéo de eficacia e toxicidade de tais produtos.
Muitas plantas vém sendo usadas secularmente na prética caseira ou mesmo
comercializadas para fins medicinais sem que nenhuma validagdo cientifica de eficacia
tenha tomado corpo ao menos em modelos animais ou até mesmo através de
experimentos in vitro. Pior cenario ainda se refere a falta de verificacdo cientificada da
toxicidade destes produtos, sobretudo quando utilizados em escala cronica. No que
tange aos estudos clinicos em humanos para muitos dos fitoterapicos outros problemas
sdo conhecidos (GELFUSO, ROSA, et al., 2013). Apesar de ndo ser a regra, a literatura
cientifica € em geral enviesada para demonstracdo apenas dos resultados positivos em
detrimento daqueles que efetivamente mostram ineficacia da planta para algumas de
suas potenciais propriedades terapéuticas até entdo acreditadas (ERNST, 2006;
KINRYS, et al., 2009). Além disso, e para estes casos, sdo costumeiramente reportadas
falhas metodoldgicas nas diferentes triagens clinicas, como tamanho de amostra, efetiva
comparacao com placebo e controles ou mesmo quanto a andlise estatistica, 0 que torna
0 cenario preocupante (ERNST, 2006)

Finalmente, erros de identificacdo taxondmica das plantas, erros de coleta e da
correta parte da planta a ser utilizada para um determinado fim terapéutico, coloca o uso
de plantas medicinais na pratica caseira ou mesmo em escala industrial sob necessidade
de vigilancia epidemioldgico-sanitaria continua.

Os problemas técnicos acima citados ndo diminuem a potencialidade dos
produtos naturais quando para uso medicinal, mas colocam em evidéncia um problema
de saude publica a ser considerado com cuidado, sobretudo, quando no momento em
que a populacdo necessita de alternativas terapéuticas que sejam seguras, mas também
realmente eficazes quando usadas de forma sucedanea ou complementar ao uso de

medicamentos convencionais, incluindo os ansioliticos.
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1.3. Achyrocline satureioides (Lam.) DC. - Asteraceae

A planta Achyrocline satureioides pertence a familia Asteraceae, sendo este
grupo o mais numeroso dentro das angiospermas, compreendendo cerca de mil e cem
géneros e vinte e cinco mil espécies (BOTTEGA, 2011). A planta é conhecida
popularmente por macela-do-campo, macelinha, macela de travesseiro, marcela,
carrapichinho-de-agulha, camomila nacional, alecrim-de-parede, marcela-da-terra,
macela-do-sertdo, marcela-galega, paina, dentre outros nomes conforme as diferentes
culturas regionais (LORENZI & MATOS, 2008). E uma planta arbustiva, perene e
nativa da América do Sul e encontrada em todos o0s paises desse continente,
especialmente em solos arenosos e basalticos.

A reproducdo se da através de suas sementes, que Sd0 pouco exigentes em
relacdo ao solo e a agua. A planta atinge de 40 a 80 cm de altura, forma um emaranhado
de troncos com o mesmo sistema radicular, conhecido como touceira; as folhas séo
longas, finas e de cor verde-claro e com muitos pélos. Seu pequeno fruto é do tipo
aquénio, seco e de semente Unica. Floresce no més de marco (S-Brasil) ou em setembro
(NE-Brasil) e suas pequenas flores de cor amarela, se reunem formando inflorescéncias
que ddo grande destaque visual a esse arbusto (Figura 01) (PEREIRA et al., 2006).
Essas liberam um aroma agradavel e sdo colhidas normalmente no inicio da floracao

para serem Utilizadas para fins medicinais (WIEST, et al., 2009).

Figura 01: Inflorescéncia de A. satureioides (Fonte: http://tudolevaapericia.blogspot.com.br).

A macela encontra-se em abundancia no estado do Rio Grande do Sul, onde é

bastante conhecida. Neste estado brasileiro, a macela é usada com mais frequéncia em
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relacdo aos demais estados brasileiros. De fato, o projeto de lei estadual N° 11858 de
2002, instituiu A. satureioides como planta medicinal simbolo do estado gaicho. Nessa
regido as inflorescéncias séo colhidas folcloricamente e em abundancia na Sexta-Feira
Santa, onde segundo a crenca local, 0 aroma e poder terapéutico da planta sdo maximos
(MOTA, 2011).

Segundo levantamento fitoquimico feito por Retta, et al., (2012), as partes aéreas
(pecas e inflorescéncias), sdo constituidas de polifendis e flavondides que incluem:
acido caféico, dois ésteres de 3,4-dihidroxibenzil alcool-4-glucésido com &cido cafeico
e acido protocatecuico, respectivamente, galangina, galangina-3-metil éter, a quercetina,
éter quercetina- 3-metil e gnafalina isognafalina, quercetagetina, quercetina-3-metil-
éter-7-diglucosideo, tamarixetina, tamarixetina-7-glucésideo, o &cido 3-cafeoilquinico,
4-cafeoilquinico, 4cido 5-cafeoilquinico, é&cido 3,4- dicafeoilquinico, 3,5-
dicafeoilquinico, acido 4,5-dicafeoilquinico, luteolina, scoparol, 5,8-di-hidroxi-3,7-
dimethoxyflavone, 3-,5,7,8-trimetoxiflavona, 7-hidroxi-3-5-8- trimetoxiflavona e uma
nova chalcona: Achyrobichalcona. Também sdo citados como compontes fixos
cumarinas, polissacarideos, aquirofuranos, lactonas e poliacetilenideos (RETTA, et al.,
2012).

Quanto a composicdo do 6leo essencial da A. satureioides, constatou-se que seu
componente majoritéario é o alfa-pineno, que varia entre 41 e 78%. Esses valores foram
obtidos a partir das inflorescéncias de amostras de diversas partes do Brasil submetidas
a hidrodestilacdo, seguida de analise feita por CG/IEM (LAMATY, et al.,, 1991).
Resultados semelhantes foram descritos por Bauer, et al., (1992) e por Lorenzo, et al.,
(2000) em amostras de plantas do Brasil e do Uruguai. Cezarotto et al,. (2011) descreve
gue essa varia¢do na composicao e também no rendimento da obtencdo de 6leo podem
se dar pelo periodo de coleta das plantas e variacdes geoclimaticas, dentre outros
motivos.

A A. satureioides é amplamente utilizada na medicina popular. Dentre as suas
diversas propriedades destacam-se a antiinflamatéria e analgésica, a hipoglicemiante,
aquelas relacionadas com o tratamento de distarbios gastrointestinais (diarreia,
disenteria e dor de estdmago), a digestiva e hepatoprotetora, a antitussigena e antigripal,
aquelas contra infeccdes das vias respiratorias e contra hipertensdo, e claro, aquelas
relacionadas ao Sistema Nervoso Central (SNC), como as atividades ansiolitica,
calmante, sedativa e no combate as crises convulsivas de origem epilética (ROCHA, et
al., 1994; HNATYSZYN, et al., 1999; VIANA, et al, 2000; LORENZI, et al., 2002;
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RITTER, 2002; SILVA, 2007). A planta é ainda usada na industria de cosméticos em
clareantes capilares e em tonicos para revigoramento da circulagdo capilar e contra a
queda de cabelos, destacando ainda mais seus diferentes potenciais farmacéuticos
(TESKE; TRENTINI, 2001).

A utilizacdo da A. satureioides na medicina popular se faz, principalmente, na
forma de infusos ou decoctos de inflorescéncias administrados pela via oral. Entretanto
e segundo WAGNER (1992), é também comum o uso na forma de aromaterapia. De
fato, em varias regides, as inflorescéncias da planta sdo utilizadas como forros ou
estofos para travesseiros e estofados, sendo os mesmos, produzidos artesanalmente em
varias comunidades do Rio Grande do Sul e de outras regides do Brasil (SILVA,
MACHADO E RITTER, 2007). A venda desses artesanatos é uma fonte de renda para
indios da tribo Patax6 na Bahia (PEGORARO, FILHO, et al., 2006). Entretanto, os
travesseiros sdo também explorados por pequenas industrias espalhadas por todo o
Brasil. Facilmente podemos encontrar esses travesseiros feitos de “Macela” de varios
fabricantes diferentes em diversos sites na internet. Os andncios sempre vém
acompanhados da promessa de garantir uma noite de sono tranquilo, explorando, pois
seus potenciais beneficios calmantes e ansioliticos. Essas inflorescéncias liberam um
aroma agradavel que, segundo descrito, agem como calmante/ansiolitico e facilitam o
sono. Esse uso é tdo comum que podemos achar relatos populares deste mister em
varias obras literarias, como em trecho do romance de Guimardes Rosa onde o autor
escreve: “Mamade: Travesseiro com macela: cheiro suave. Travesseiro e colchdo para
meninos pequenos: recheio de perpétuas (flor), seca (sic): a roxa e a branca’.

Ainda dentro do panorama folclérico, Monteiro Lobato em seu livro infantil:
ReinacBes de Narizinho, também aborda o uso tradicional do estofamento com a
utilizacdo da Macela. Em vérios didlogos o autor esclarece que a boneca Emilia (apesar
de irrequieta) é estofada com Macela, assim como o0s travesseiros da roca.

“— Ent&o é porque sou de macela — disse.”

“Em dois minutos, com um bocado de macela e uma agulha com linha ela cura

Emilia para o resto da vida.”

I3

Isso Também néo € resposta. Este travesseiro € de macela e entende as

formigas tanto quanto eu.”
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Muitas das propriedades terapéuticas da A. satureioides ja foram comprovadas,
entretanto, outras como o potencial efeito ansiolitico do O6leo essencial carecem
enormemente de comprovagao cientifica (Retta, et al., 2012). Em que pese a caréncia
de estudos para validacdo de atividades da A. satureioides no SNC, a acdo sedativa
central da planta foi confirmada por Simdes, et al., (1985), que testou doses de 250 e
500 mg/kg, via oral e i.p. de extrato aquoso de folhas, porém ndo do 6leo essencial e
inflorescéncias, entidades mais relacionadas ao uso da planta por aromaterapia, 0 que
em geral para acOes preditas pela populacdo no que tange ao SNC é mais comum. A
propriedade anticonvulsivante do extrato também esta descrita e esta relacionada com
substancias ndo volateis, das quais inositois, fenilpropandides e flavandides que, ao que
parecem, atuam via GABAérgica (VIANA et al., 2000).

Contudo, nada é descrito acerca de uma possivel atividade ansiolitica do dleo
essencial de inflorescéncias, em que pese sua conhecida acdo no SNC pelos relatos
populares na forma de aromaterapia, onde o 6leo deve ter maior contribuicéo através de
compostos volateis do que aqueles fixos da planta como um todo, demonstrando desta
forma a importancia etnofarmacoldgica e mesmo biotecnoldgica deste tipo de trabalho.

Finalmente é preciso destacar que a comprovacdo ou o rejeitar racional do
conhecimento popular para o uso de plantas medicinais é de fungdo pablica ao intervir
em um grande problema epidemioldgico-sanitario quando considerado o uso de plantas
sem a devida validacdo farmacoldgica ou toxicoldgica, o que permite inadvertidamente

gue pacientes sejam submedicados, nao tratados ou pior, intoxicados.

2. OBJETIVO GERAL
O objetivo geral deste trabalho foi o0 de estudar os efeitos centrais do 6leo

essencial de inflorescéncias de A. satureioides tendo em vista principalmente os seus
potenciais efeitos ansioliticos para investigacdo dados etnofarmacoldgicos importantes,
comprovando ou descartando, pois, a validade para parte de seu uso popular.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

- Obter quantidades suficientes do Oleo essencial de inflorescéncias de A.
satureioides através de hidrodestilagéo;

-Analisar em detalhes o perfil fitoquimico do 6leo por meio de Cromatografia

Gasosa acoplada de Espectrometria de Massas (CG-EM);
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- Avaliar a potencial atividade ansiolitica de diferentes doses do 6leo essencial
de inflorescéncias de A. satureioides, via intracereboventricular em ratos, atraves dos
testes classicos de ansiedade como o Labirinto em Cruz Elevado (LCE), Campo Aberto
(Open Field) e Teste de Transi¢do Claro-Escuro;

- Avaliar os efeitos de diferentes doses do 0leo essencial de inflorescéncias de A.
satureioides, via intracereboventricular em ratos, nos testes de Open Field e Rotarod
para possivel observacao de sedacdo e/ou impedimento locomotor dos animais em teste.

OBJETIVO ESPECIAL: Declara-se aqui que o aluno Luciano José Ramos é bolsista
da Secretaria de Educacdo do Estado de Sdo Paulo, e em atendimento as exigéncias
internas do 6rgdo, o aluno deverd em paralelo a este projeto desenvolver material que
sirva de contingente pedagogico e/ou cientifico para estudantes do Ensino
Fundamental e Médio, dentro de uma estratégia de ensino aprendizagem focada no
curriculo oficial do Estado de Sdo Paulo. Este trabalho podera ser dar na forma de
videos educativos, livretos ou apostilas, sendo de exclusiva responsabilidade autoral do

aluno.

3. MATERIAIS E METODOS
3.1. COLETA DA PLANTA, EXTRAQAO E ANALISE DO OLEO ESSENCIAL

Exemplares de A. satureioides foram coletados no Més de abril na regido de
Ribeirdo Preto-SP, Brasil. A identificacdo botanica da planta foi feita por autoridade
competente e uma exsicata foi depositada no Herbanario da Unidade de Biotecnologia-
UNAERP (Protocolo: 1533). Trés quilos de inflorescéncias livres de sujidades visiveis
foram devidamente processados e submetidos a hidrodestilacdo simples, para obtencdo
de 900 microlitros do 6leo essencial, quantidade suficiente para realizacdo de todos os
bioensaios farmacoldgicos descritos abaixo.

A anélise da composicdo do 6leo essencial foi feita usando de Cromatografia
Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM). Brevemente, o equipamento
utilizado foi aquele disponivel em nossa Unidade de Biotecnologia (Varian, Saturn
2100T) sendo as condicBes de andlise as seguintes: Coluna capilar: DB-5 (30 m x
0,25mm x 0,25um); Injetor: 240 °C; Detector: 230 °C; Impacto de Elétrons: 70 eV; Gas
de arraste: He; Fluxo: 1,0 mL/min.; Split: 1/20; Programa de Temperatura: 60°C —
240°C, 3°C/minuto; Volume de Injecdo: 1 puL de oleo.
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Os resultados foram registrados e a identificacdo e a quantificacdo relativa dos
componentes quimicos do dleo realizadas, sendo a identificacdo efetuada atraves da
comparagdo dos espectros obtidos com o banco de dados do sistema CG-EM (Nist 62
lib.) e indice de retencédo de kovats (Mc LAFFERTY,1989; ADAMS, 1995).

3.2. ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar machos com peso entre 200 e 250 g fornecidos
pela empresa ANILAB (Paulinia-SP). Foram respeitados os procedimentos relativos ao
uso de animais de acordo com as normas estabelecidas no Manual de Cuidados e Uso de
Animais de Laboratorio, aprovado junto & Sociedade Brasileira de Neurociéncias e
Comportamento, evitando-se dor e estresse desnecessarios aos animais. O presente
trabalho foi submetido ao Comité de Etica da UNAERP, tendo sido aprovado sob
namero de servico 043/2012.

3.3. CIRURGIA ESTEREOTAXICA

Os animais receberam uma anestesia geral com Cloridrato de Cetamina 10%
(Agener Unido) e Xilazina (Hertape Calier) nas doses de 10mg/kg e 8mg/kg (via i.p.),
respectivamente, sendo em seguida posicionados no aparelho estereotaxico (Stoelting-
Standard). Também foi aplicada anestesia local com cloridrato de lidocaina 2% via
subcutanea. Apds a anestesia, iniciou-se a cirurgia com corte do couro da cabeca do
animal, de maneira a expor o cranio que foi perfurado para posicionamento da canula
guia com 15 mm de comprimento e 0,7 mm de didametro. A cénula foi posicionada nas
seguintes coordenadas: 0,9 cm antero-posterior, 1,6 cm meso-lateral e 3,4 cm dorso-
ventral, devendo, pois, atingir o ventriculo lateral direito de cada rato, conforme descrito
por PAXINOS e WATSON, (1997).

Uma segunda perfuragdo também foi feita em posicdo paralela a primeira, para
fixacdo de um parafuso, que serviu como apoio da resina de acrilico auto polimerizante
(Classico LTDA) protetora do cranio submetido a cirurgia. Por fim, a céanula foi
intencionalmente obstruida durante a recuperacdo cirdrgica dos ratos (07 dias) até o
momento em que foram feitos os bioensaios propriamente ditos, donde se fazia a

retirada de cada mandril obstrutor da canula.
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3.4. GRUPOS DE ANIMAIS, DOSES E VIAS DE ADMINISTRACAO PARA OS
ENSAIOS DE LCE, CAIXA CLARO/ESCURO E CAMPO ABERTO.

Os animais foram divididos em grupos controles e experimentais (n = 6-8).
Animais controles negativos receberam 3 pL solucdo salina 0,9% (p/v) administrada via
intracerebroventricular (i.c.v.). Animais do grupo controle positivo receberam diazepam
(DZP) na dose de 2 mg/Kg via i.p, e 0s animais dos grupos experimentais receberam
diferentes volumes do 0Oleo essencial de A. satureioides via i.c.v. (0,5, 1 ou 2uL). As
administracdes de diazepam, salina e dos diferentes volumes de 6leo foram realizadas
30, 10 e 10 minutos, respectivamente, antes da realizacdo dos bioensaios propriamente
ditos, sendo a velocidade de inje¢do a 1pL/minuto, quando i.c.v.

Todos o0s bioensaios descritos abaixo foram gravados e as gravacgoes

disponibilizadas para analises posteriores e consulta publica de dados no laboratério.

3.5. BIOENSAIO: TESTE DO LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO (LCE)

Aparato: O Labirinto em Cruz Elevado possui uma plataforma central elevada
50 cm do chéo e quatro bracos, sendo que, dois sdo fechados (50x12x40 cm) e dois sdo
abertos (50x12 cm). Anteparas laterais curtas ou longas que acompanham os bracos
abertos e fechados, respectivamente, sdo importantes para se evitar a queda dos animais,
além de criarem ambientes distintos (alto/baixo e claro/escuro) para exploracdo do
comportamento animal.

Seguindo metodologia de PELLOW et. al., (1985) e também a de FLAUSINO
et. al., (2007), os animais foram posicionados no centro do labirinto, voltados para o
braco fechado e deixados livres para a exploracdo. Os animais foram observados
durante cinco minutos, tendo sido anotados o numero de entradas (com as quatro patas)
e 0 tempo de permanéncia em cada tipo de braco do labirinto (aberto ou fechado).
Foram usados como indices de medida de ansiedade o numero de entradas e o tempo

gasto nos bracos abertos.

3.6. BIOENSAIO: TESTE DO CAMPO ABERTO (OPEN FIELD)

Aparato: Foi utilizado um Open Field modelo OP0199 (Insight) com uma base
em acrilico de 100 x 80 cm sobre fundo branco cercado por uma barreira circular de
acrilico transparente (50 cm de altura), sendo que nessa base encontra-se desenhado o

campo de teste de 60 cm de diametro devidamente dividido em seus quadrantes.
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Apols imediata passagem pelo teste LCE, animais dos grupos controles e
experimentais foram colocados separadamente no centro da plataforma circular.
Durante cinco minutos foram analisados: a atividade locomotora, a frequéncia de
“rearings” (atividade exploratdria) e de “groomings” (movimentos de limpeza). Os
dados de atividade locomotora deste teste foram avaliados em conjunto com aqueles que

foram obtidos pelo teste de Rotarod.

3.7. BIOENSAIO: TESTE DE TRANSICAO CLARO-ESCURO

Descrito inicialmente por CRAWLEY E GOODWIN, (1980) e ligeiramente
modificado por Costall et. a.l, (1989) e Bourin e Hascoe, (2003), o teste baseia-se na
aversdo dos roedores para areas iluminadas, avaliando o comportamento exploratério
espontaneo em resposta a novos ambiente e a luz. Aparato: Foi adaptado um aparelho
de Esquiva Ativa (Insight) contendo uma caixa de acrilico nas seguintes dimensdes:
altura (A) de 25,5 cm x largura (L) de 24 cm x comprimento (C) de 48,5 cm, dividida
em dois compartimentos de dimensdes de A=25,5 x L=24x C=24 cm, sendo que, um
compartimento com as paredes transparentes trata-se daquele dito claro e um
compartimento com paredes pretas, 0 escuro. Entre os compartimentos ha uma diviséria
de acrilico preta com uma abertura de 6,5 x 10 cm para que o animal possa se transferir
de um compartimento para o outro, na medida em que faca a exploragdo do ambiente ou
ndo. O compartimento claro, além de transparente, foi iluminado com uma luz branca
artificial (50-60 Hz; 355 mA).

Apds imediata passagem pelo teste de Campo Aberto e seguindo metodologia de
Flausino, et. al., (2007), cada animal foi posicionado no centro do compartimento
iluminado, de frente para a abertura de acesso ao campo escuro. Foi avaliado durante
cinco minutos o nimero de passagens para 0 campo claro e o tempo gasto neste
compartimento do aparato, sendo considerada transi¢cdo, apenas quando o animal
ultrapassasse a abertura de acesso entre os campos claro/escuro, com as quatro patas

integralmente.

3.8. BIOENSAIO: TESTE DO ROTAROD

O aparelho utilizado foi um RotaRod (Acceler Rota-Rod, Jones & Roberts, for
rats 7750; Ugo Basile, Comerio, Italy) com cilindro de 3 cm de didmetro com rotagdo
de 12 rev/min. Foram registrados os tempos de permanéncia de cada animal na barra de

rolagem durante um periodo de 1 minuto. Os testes iniciaram 30 minutos apos a injecao
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de diazepam ou 10 minutos apo6s a injecdo de salina e 6leo essencial, e 0s procedimentos

foram repetidos durante 90 minutos em intervalos del5 minutos.

Os efeitos de diferentes doses do Oleo essencial sobre a coordenagdo
motora/sedacao dos animais foram analisados conjuntamente pelos testes do Open Field
e Rotarod em comparacgdo aos grupos controles. Para os testes de RotaRod os animais
foram separados em grupos (n = 6-8) da mesma forma que para os testes anteriores,
exceto pela variacdo das doses de 6leo (0,25 e 2 pL; i.c.v) e pelo acréscimo de mais um
grupo de ratos controles positivos onde foi injetada uma dose de diazepam na

concentracdo de 5mg/kg também via i.p.

Antes da realizacdo desses testes, mais precisamente, um dia antes do
experimento de fato, todos os animais foram devidamente aclimatizados na sala de
experimentacdo e submetidos a 03 sessGes de treinamento de 1 minuto cada, nas
mesmas condicdes daquelas que seriam empregadas nos experimentos de fato. Sendo
que, no dia da realizagdo do experimento, minutos antes dos ensaios, 0S animais
voltaram ao aparelho e somente aqueles que permaneceram por 1 minuto na barra de

rolagem foram selecionados para os testes.

3.9. ANALISE HISTOLOGICA

Apos realizacdo dos bioensaios, os animais foram sacrificados em cadmara de gas
carbdénico e em seguida foi feita uma injecdo via i.c.v. de 3uL do corante azul de
toluidina, para que a regido atingida pela canula (ventriculo lateral direito) pudesse se
corar. Animais que ndo tiveram o ventriculo lateral direito corado pela aplicagdo do
corante foram descartados do quadro experimental valido.

3.10. ANALISES ESTATISTICAS DOS DADOS

Para analise de dados dos bioensaios foi aplicado analise estatistica do tipo
ANOVA (p<0,05) seguida de pos-teste num comparado entre grupos experimentais e

controle.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
Segundo Kennedy e Wightman, (2011), os 0leos essenciais de diferentes plantas

sdo caracterizados pela volatilidade, odor peculiar e solubilidade acentuada em
solventes organicos. Os 0Oleos essenciais sdo produzidos em plantas como metabdélicos
secundarios, que nao sao necessarios para a sua sobrevivéncia imediata, mas cuja
sintese permite que a planta interaja com 0 meio. Isto é de suma importancia para a sua
sobrevivéncia em longo termo, notadamente nas fungbes de defesa e reprodugéo. Os
neurdnios do 6rgdo vomeronasal, também conhecido como 6rgdo de Jacobson, séo
considerados um sistema olfativo dos animais tetrdpodes e pode detectar odores e
ferormdnios, mostrando que, mamiferos e insetos odoriferos, conseguem detectar
compostos liberados a partir de plantas ou de outras espécies animais. Sendo assim, 0s
6leos essenciais podem agir como sinalizadores moleculares, induzindo mudancas
comportamentais em agentes polinizadores, insetos pragas ou mesmo em organismos
mais complexos (KENNEDY e WIGHTMAN, 2011).

Do ponto de vista farmacocinético e a partir da inalagdo de 6leos essenciais, é
possivel que varios de seus constituintes cheguem ao sangue, atravessem a barreira
hematoencefalica e atinjam o SNC de mamiferos (BROOKER, SNAPE, et al.,1997 ),
(PERRY e PERRY , 2006), (BAGETTA , MORRONE, et al., 2010). Esses efeitos
sobre 0 SNC estdo ligados as fungdes ecoldgicas das plantas, onde elas ao longo da
evolugédo desenvolveram mecénismos adaptativos, para tentar se livrar de predadores
como insetos e animais herbivoros ou para atrair insetos polinizadores e animais
disperssores de semente, como dito antes. Tais efeitos em diferentes tipos de
organismos, inclusive os mais complexos, podem ser explicados pelas semelhancas
entre os sistemas nervosos de mamiferos e insetos. Guardados os devidos limites desta
interpretacdo, esses organismos compartilham uma série de semelhancas em termos de
neurotransmissores (GABA, glutamato, acetilcolina e outros) usados na comunicacao
entre neurbnios e estruturas receptoras, enzimaticas e transportadoras em diferentes
sinapses (KENNEDY e WIGHTMAN, 2011).

Os 6leos essenciais tém uma longa histéria na medicina popular, remontando a
era pré-cristd, e ainda sdo usados terapeuticamente até os dias de hoje em escala cada
vez mais aumentada (COOKE E ERNST, 2000). A aromaterapia realizada com o uso de
diferentes Oleos essenciais vem se firmando cada vez mais como um tratamento
terapéutico alternativo, muito embora uma extensa necessidade de comprovacdo de

eficdcia e seguranca precise ser mais bem estabelecida (KURIYAMA et al., 2005).
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Vaérios autores tém destacado as propriedades da aromaterapia no restabelecimento do
bem-estar emocional, reducdo da depressdo, ansiedade e estresse (ATSUMI E
TONOSAKI , 2007; EDGE, 2003; KYLE, 2006; LOUIS E KOWALSKI , 2002).

Atualmente aproximadamente 3000 Oleos essenciais sdo conhecidos, sendo
desses considerados 300 como de importancia comercial, principalmente para as
indUstrias farmacéuticas (BAKKALL, et al., 2008). Os 6leos essenciais sdo uma mistura
de constituintes, particularmente terpenos e terpendides (terpenos com oxigénio). Os
monoterpenos e sesquiterpenos sdo 0s principais tipos de terpenos encontrados nos
Oleos, podendo muitos dos terpenos possuirem funcgdes alcool, éster, fenol, éter e
aldeido, sendo 0 mesmo verdadeiro para compostos aromaticos que também sejam
frequentemente encontrados em oOleos (BAKKALI, et al., 2008). Sendo assim, as
modificagdes quimicas encontradas num esqueleto basico de isopreno ou benzeno da
aos diferentes compostos diferentes funcdes bioldgicas, e consequentemente, as
farmacoldgicas de interesse biotecnoldgico.

Em nosso trabalho, as andlises fitoquimicas através do CG-EM (Figura 02)
identificaram como sendo o0 composto majoritario presente no Oleo essencial de A.
satureioides o terpeno alfa-pineno, com 45,49% do total (Tabela 1). Sua estrutura
quimica é mostrada na Figura 03. Independente dos resultados aqui obtidos é relevante
salientar que no estudo de fitocomplexos, como se tratam dos 6leos essenciais, uma
marcacdo fitoquimica como a providenciada pelo CG/EM € de fundamental importancia
para a replicacdo de resultados futuros e ainda no estabelecimento da relacdo
composicdo quimica do 6leo e potencial acdo farmacoldgica, no que este expediente é
também relevante no desenvolvimento de formulacdes farmacéuticas futuras onde o
6leo por ventura possa estar presente, caso obviamente seja ativo (BAKKALLI et al.,
2008).
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Figura 02 - Cromatograma (CG/EM) obtido pela analise da amostra do 6leo essencial de A. satureioides,
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Tabela 1: Compostos majoritarios encontrados no 6leo essencial de A. satureioides

33

Componente do 6leo IK IK® %
2-Heptanona 890 889 1,284
Alfa-cadineno 1517 1524 1,502
Alfa-copaeno 1374 1376 2,058
Alfa-humuleno 1454 1454 2,171
Alfa-pineno 932 939 45,49
Avetato isopentil 892 876 5,72
Beta- selineno 1488 1485 1,298
Componente nao identificado 916 916 20,5
Longifoleno 1418 1402 4,126
Total % 84,149

IK, Indice de Kovats Experimental;

Ik? Retirado de Adams.

Figura 03 - Estrutura quimica do alfa-pineno (http://spanish.alibaba.com).
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O rendimento de obtencdo do dleo de A. satureioides por hidrodestilacdo pode

ser considerado baixo, uma vez que a partir de 3 kg de inflorescéncias da planta apenas

900 pL de oleo foram obtidos sob nossas condi¢bes experimentais. A variacdo deste

rendimento pode ser grande, inclusive para outras plantas produtoras de oOleo, a

considerar a capacidade de producdo de Oleo pela planta, a época do ano em que a

coleta fora feita, as condigdes de clima e solo de onde a planta fora cultivada e ainda

quanto ao procedimento de obtencdo do 6leo (CEZAROTTO et al,.

2011) (INIA,

2004). Para o caso de A. satureiodes e, segundo informacgdes populares da cultura

gaucha, sabe-se que sua producdo de aroma e, entdo de 6leo, parecem ser maximas entre
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0s meses de marco e abril de cada ano (época da Sexta-Feira Santa), onde segundo
também as tradi¢des folcloricas o poder terapéutico da planta parece ser potenciado. A
coleta e obtencdo de nosso 6leo aconteceram em data similar, porém no estado de S&o
Paulo. A despeito destas informac6es e do baixo rendimento na obtencdo do 6leo em
nossas condicBes experimentais, a quantidade obtida foi suficiente para a realizacdo de
todo o quadro experimental proposto para investigagdo das propriedades ansioliticas da
planta através de diferentes bioensaios. Neste contexto, foi utilizada uma mesma partida
de dleo para todos os experimentos interpretados em conjunto, em que sua constituicdo
quimica era completamente conhecida e igual para todos os testes (Tabela 1). Isto evita
0 uso de diferentes partidas de 6leo em que as composicGes pudessem ser diferentes
para diferentes experimentos complementares, dificultando, no caso, a definicdo de
associacdo entre a presenca ou auséncia de compostos quimicos e a presenca ou
auséncia de atividade farmacoldgica, ou mesmo variagao desta ultima.

Os resultados da analise fitoquimica apresentados na Tabela 01 estdo de acordo
com as consideracOes de Bakkali, et al., (2008), que descreve os 6leos essenciais como
sendo misturas naturais muito complexas, que podem conter cerca de 20-60
componentes em diferentes concentracdes. Eles sdo caracterizados por dois ou trés
grandes componentes, em concentracdes bastante elevadas (20-70 %). Também e como
dito anteriormente, o alfa-pineno como sendo o composto majoritario do 6leo essencial
de A. satureioides parece ser comum, o que concilia nossos dados com aqueles, por
exemplo, obtidos por (LAMATY, et al., 1991; BAUER, et al., 1992; LORENZO, et al.,
2000 e CEZAROTTO, et al,. 2011), mostrando, pois, que o 6leo varia relativamente
pouco em relacdo a suas constituicdo prediletiva para altas concentragdes em termos do
alfa-pineno.

Para o estudo de 6leos essenciais e extratos de plantas € comum o associar de
suas atividades farmacol6gicas com a presenca do composto majoritario. Entretanto,
parcimbnia € necessaria para quando desta assertiva, uma vez que O COmposto
majoritario pode ndo ser o Unico responsavel pelos efeitos farmacologicos a serem
observados. Isto € possivel uma vez que diferentes compostos podem tomar parte desta
acao por sinergia ou mesmo atuarem de modo isolado mesmo que em concentragdes
muito pequenas, o que também ndo é incomum em se tratando de Oleos essenciais e
fitocomplexos (LOBATO, et al., 1989; BAKKALI et al., 2008; RATTAN R.S; 2010).

Apesar da ressalva, a alta concentracdo de alfa-pineno encontrada no 6leo de A.

satureioides (45,49%) nos chamou a atengdo e nos levou a crer que 0 mesmo pudesse
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estar ligado as acOes farmacologicas do 6leo, caso estas fossem comprovadas. De fato e
uma evidéncia importante em favor do alfa-pineno para quando de uma provéavel
atividade ansiolitica € que o mesmo se trata de um terpeno, classe de moléculas
prodigas em ter acdo no SNC de mamiferos. De fato, muitos terpenos sao conhecidos
por terem acgdes ligadas a modulacdo de receptores GABAérgicos ou por inibicdo da
enzima colinestrease (RATTAN, 2010). Esses dados tambeém estdo de acordo com
Satou, et al., (2010) que estudaram a farmacocinética de distribuicdo tecidual dos
componentes alfa-pineno, p-cimeno, 1,8-cineol, e limoneno no dleo essencial Alpinia
zerumbet e demostraram a atividade ansiolitica do 6leo nos testes de Campo Aberto e
LCE ap6s a inalacdo do mesmo. Os autores demostraram o acimulo do alfa-pineno
marcado no cérebro e no figado dos animais, demonstrando sua capacidade de atingir a
corrente sanguinea e de ultrapassar a barreira hemato-encefalica mesmo que por via
inalatéria. O fato de um determinado composto ser capaz de ultrapassar a barreira
hemato-encefalica é de importancia farmacocinética salutar no desenvolvimento de
novas drogas de interesse farmacéutico e nas escolhas das vias de administragéo
(GOLAN, ARMEN, et al., 2009). Ao mesmo tempo em que estes dados obtidos pelos
autores citados validam a acdo ansiolitica do alfa-pineno e sua capacidade de agir no
SNC mesmo que usado na forma de aromaterapia, forma esta importante no uso de A.
satureioides quando da medicina popular até entéo.

As consideracdes das possibilidades de relacdo entre o composto majoritario
(alfa-pineno) e a atividade farmacoldgica a ser comprovada ou descartada (ansiolitica),
tdo bem como a sua capacidade ja conhecida de atravessar a barreira hematoencefalica,
foram fatores importantes na escolha da via de administracdo do 6leo de A. satureioides
para 0s nossos protocolos experimentais, ou seja, a via i.c.v usando de estereotaxia. A
escolha desta via ainda nos permitiu economia de 6leo, obtido em baixas quantidades, a
opcdo por uma via de absorcdo de droga menos erratica que a inalatéria, e o
oferecimento de altas doses de ativos no tecido alvo final (SNC). A escolha do
ventriculo lateral direito é obvia, uma vez que a partir do mesmo varias areas cerebrais
podem ser atingidas. Esta escolha é comum ao iniciarmos trabalhos com um novo ativo
para investigacdo de acdo no SNC, visto que em casos de comprovacdo de atividade,
areas cerebrais especificas podem mais tarde serem estudadas em isolado ou combinado
para verificacdo de participacdo da mesma(s) na acdo farmacoldgica da droga em teste.
Finalmente e também para 0s nossos testes envolvendo o éleo, as doses (0,5, 1 ou 2 pL)

em escala geométrica foram escolhidas com base nos limites usuais de aplicagdo de
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drogas via i.c.v., ou seja entre 0 e 3 puL. O limite maximo de 3 pL é ditado pelo volume
apresentado pelo ventriculo lateral de pequenos roedores, em nosso caso ratos.

A seguir sd8o mostrados os resultados dos testes (Figuras 4-7) para anélise de
diferentes parametros comportamentais ligados a ansiedade nos modelos: LCE, Campo
Aberto, Transicdo Claro-Escuro e Rotarod de diferentes grupos animais controles e
experimentais, usando de cirurgia estereotaxica e, pois, administracdo i.c.v de diferentes
doses do 6leo.

No teste do LCE o aumento do tempo gasto, bem como o ndmero de visitas aos
bracos abertos fornecem respectivamente uma medicdo da inibicdo do medo e da
atividade exploratoria (JONES, et al., 1992). Em nosso teste do LCE foram analisados
quatro parametros comportamentais, todos ligados a ansiedade: (1) nimero de entradas
e (2) tempo de permanéncia nos bragos abertos, que indicam padrbes de atividade
ansiolitica da droga em teste. Assim, quanto maior o nimero de entradas e o tempo de
permanéncia nos bragos abertos, menor o grau de ansiedade dos animais. Os outros dois
parametros sdo (3) numero de entradas e (4) tempo de permanéncia nos bracos
fechados, que indicam padrGes de atividade ansiogénica, ou seja, quanto maior o
numero de entradas e o tempo de permanéncia nos bracos fechados, maior o grau de
ansiedade dos animais.

Os ensaios in vivo para andlise dos efeitos ansioliticos ou ansiogénicos de
diferentes volumes de 6leo essencial (0,5; 1 e 2 uL) no teste do LCE em comparacédo
com grupos controles sdo mostrados na Figura 4.

No teste do LCE, ndo foi verificada agdo ansiolitica significativa para nenhum
dos diferentes volumes do éleo essencial administrados (Figura 4A — 4D). Ou seja, ndo
houve aumento do tempo de permanéncia nos bragos abertos e nem aumento do nimero
de entradas nos bragos abertos por parte dos animais experimentais em relacdo ao
controle salina, fato este verificado significativamente para o grupo diazepam, ao menos
em nivel do aumento no tempo de permanéncia nos bracos abertos (Figura 4A). Por
outro lado, também ndo foi verificada acdo ansiogénica para os diferentes volumes de
6leo avaliados; nota-se que o nimero de entradas, bem como o tempo de permanéncia
dos animais nos bragos fechados ndo apresentam diferencas estatisticas quando
comparados com os dados do grupo de animais controle em que foi administrado salina
(Figura 4B e 4D). De outro modo, o tempo de permanéncia no bragco fechado e o

nimero de entradas nos bragos fechados dos animais tratados com o diazepam
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diminuiram em relacdo ao grupo salina, no que se pode entender auséncia de efeito

ansiogénico e presenca de efeito ansiolitico (Figura 4B e 4D).
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FIGURA 4 - Avaliacdo dos efeitos ansioliticos ou ansiogénicos do 6leo essencial de A. satureioides (0,5, 1 e 2 pL;

icv) no teste LCE. A) Tempo de permanéncia nos bragos abertos; B) Tempo de permanéncia nos bragos fechados; C)

Numero de cruzamentos para os bracos abertos; D) Numero de cruzamentos para os bracos fechados. Os dados foram

analisados com ANOVA one-way seguido de pos-teste Tukey. (* para p<0,05; *** para p<0,001).

A Figura 5 (A e B) mostra os resultados do Teste da Caixa Claro-Escuro. Nesse

teste foram avaliados dois parametros comportamentais: (1) o tempo de permanéncia no

lado iluminado da caixa (claro) e (2) numero de entradas do lado iluminado (claro).

Sendo que, quanto maior o numero de entradas e o tempo de permanéncia no lado



38

iluminado, menor o nivel de ansiedade dos animais (logo, efeito ansiolitico do

tratamento).
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FIGURA 5 - Avaliacdo dos efeitos ansioliticos do 6leo essencial de A. satureioides (0,5, 1 e 2 pL; icv) em teste de
ansiedade na caixa claro/escuro. A) Tempo de permanéncia no campo claro; B) Nimero de entradas no campo claro.
Os dados foram analisados com ANOVA one-way seguido de teste Tukey. (P<0,05).

Neste teste, novamente ndo foram observadas atividades ansioliticas para
nenhuma das doses testadas do 6leo essencial de A. satureioides, nem para quando da
avaliacdo do tempo de permanéncia no campo claro, nem para quando do nimero de
entradas neste Ultimo campo (5A e 5B, respectivamente). Diferencas significativas
também ndo foram notadas para o grupo diazepam, o que costuma ser comum neste tipo
de teste (Figuras 5 A e B) (Rosa et al., 2011).

Os ensaios para avaliacdo de efeitos ansioliticos de diferentes volumes de dleo
essencial também foram feitos no teste do Campo Aberto e os resultados séo
mostrados na Figura 6. Nesse teste foram analisados trés parametros comportamentais:
(1) a exploracdo horizontal (nimero de linhas cruzadas), para verificar se houve perda
da capacidade motora ou sedacdo do animal (quanto maior o numero de linhas cruzadas,
maior ¢ a atividade motora e menor a sedacdo); (2) a exploracéo vertical (“rearing”) e
(3) o comportamento de limpeza (“grooming”), foram utilizados para verificacdo da
atividade ansiolitica, sendo que quanto maior a exploragdo vertical e autolimpeza,

menor o grau de ansiedade do animal.
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FIGURA 6 - Avaliacdo dos efeitos ansioliticos do dleo essencial de A. satureioides (0,5, 1 e 2 uL; icv) em teste
ansiolitico e motor Open Field. A) Numero de cruzamentos; B) Frequéncia de autolimpeza; C) Frequéncia de
levantamento (elevagdo nas patas anteriores). Os dados foram analisados com ANOVA one-way seguido de teste
Tukey. (** p<0,01).

Nota-se neste teste do Campo Aberto (Open Field) que o numero de
cruzamentos de linhas horizontais pelos diferentes grupos tratados com o 6leo essencial
foi igual ao grupo controle salina, indicando manutencdo da capacidade motora e ainda
auséncia de sedacdo ou aumento do estado de alerta dos animais (Figura 6A). Em
concordancia com os resultados apresentados nos testes de LCE e da caixa Claro-
Escuro, o teste do Campo Aberto também ndo demonstrou efeito ansiolitico para as
diferentes doses do Gleo essencial de A. satureioides. Isto pode ser notado pelo fato de

ter ndo havido alteracbes no nimero de autolimpezas (Figura 6B) e levantamentos
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(Figura 6C) no teste do campo aberto para todas as diferentes doses do 6leo ensaiadas.
A excecdo ficou por conta da dose de 0,5 pL do 6leo quando do aumento do nimero de
autolimpezas (Figura 6C). Entretanto, este dado isoladamente é insuficiente para o
apontar de uma atividade ansiolitica satisfatoria.

Levando-se em conta esses resultados e nossas condices experimentais
estritamente, podemos afirmar que ndo foi comprovada acdo ansiolitica para as
diferentes doses do 6leo essencial de A. satureioides quando aplicado via i.c.v, donde se
atinge em altas concentraces o tecido alvo final (SNC) e suas diferentes regides a partir
do ventriculo lateral direito. Outras concentracdes do 6leo foram testadas nos diferentes
testes aqui aplicados. Muito embora doses menores do que 0,5 uL (mais precisamente
0,25 pL) tenham mostrado alguma tendéncia discreta de atividade ansiolitica quando da
avaliacdo de alguns dos parametros de ansiedade (aumento de permanéncia no campo
claro no Teste da caixa claro/escuro e aumento de autolimpeza no Teste do Campo
Aberto), estes dados foram considerados insuficientes para o apontar de uma atividade
ansiolitica satisfatoria, sendo no contexto geral considerados de fato inconclusivos
(dados ndo apresentados). Assim, experimentos envolvendo novas doses de 6leo e 0 uso
da via inalatéria podem ser importantes para uma comprovacdo definitiva das
conclusdes deste trabalho.

A partir deste trabalho e ao contrario do histérico de aplicagdo
etnofarmacoldgica da planta, pode-se dizer que o conjunto de dados de experimentos
classicos de ansiedade parece ndo comprovar a atividade ansiolitica proclamada
popularmente para planta. Apesar de neste trabalho ter sido utilizada uma via (i.c.v)
diferente daquela usada pela populacdo (inalatdria), ha que se considerar as vantagens
do uso da via i.c.v. acima discutidas (opcdo por uma via de absorcdo de droga menos
erratica que a inalatdria e o oferecimento de altas doses de ativos no tecido alvo final).
Assim, se a acdo ansiolitica ndo fora comprovada utilizando-se altas concentracdes de
ativos no tecido alvo final (SNC), é pouco provavel que o uso de aromaterapia leve a
resultados diferentes destes obtidos, muito embora novos experimentos sejam
necessarios para o comprovar definitivo deste mister.

Ainda visando confirmar o possivel efeito do 6leo no impedimento locomotor e
sedacdo dos animais, o teste do Rotarod foi aplicado em adicdo ao teste do Campo
Aberto. O teste do Rotarod foi descrito inicialmente por Dunham e Miya, (1957) e é
amplamente utilizado na deteccdo de impedimento motor, causado por agentes

farmacoldgicos tais como, relaxantes musculares esqueléticos ou depressores do sistema
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nervoso central e também na avaliacdo do comprometimento neurologico, incluindo
ataxia, sedacdo ou relaxamento muscular (RODGERS et al., 1997). Nesse teste quanto
maior o tempo de permanéncia do animal no aparelho melhor seu desempenho
locomotor e mais baixo € seu nivel de sedacdo. Os resultados deste teste séo

apresentados na Figura 7.
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FIGURA 7 - Avaliacéo dos efeitos do 6leo essencial de A. satureioides (0,25 e 2 uL; icv) sobre a coordenagdo motora e estado de
vigilia dos animas (RotaRod). A) tempo 15 minutos; B) tempo 30 minutos; C) tempo 45 minutos, D) tempo 60 minutos, E) tempo

75 minutos e F) tempo 90 minutos. Os dados foram analisados com ANOVA one-way seguido de teste Tukey. (P<0,05).

Os resultados demonstram que o diazepam na dose de 2 mg/kg e o 6leo essencial
de A. Satureioides nos volumes de 0,25 e 2 uL (respectivamente, 0 menor e 0 maior
volume utilizados nos testes anteriores) apresentam padrdes de resposta semelhantes ao
controle negativo (salina), o que significa que o dleo nos volumes testados e o diazepam
(2 mg/kg) ndo interferem na coordenacdo motora ou no estado de alerta dos animais
(sedacdo) dos animais, a0 menos nas doses ensaiadas (Figura 7 A, B, C, D, E e F). Estes
resultados concordam com aqueles obtidos no teste de Campo Aberto no que tange a
exploracdo horizontal (cruzamento de linhas) (Figura 6A).

Contrastando com todos os demais grupos testados, o grupo tratado com
diazepam 5 mg/kg demonstrou severa perda da capacidade locomotora e/ou seda¢do nos
primeiros 60 minutos de observacao, o que é notado pelo baixo tempo de permanéncia
dos animais na barra de rolagem do aparelho, quando comparado com o grupo salina
(Figuras 7 A, B, C, D), evidenciando, pois, a funcionalidade do experimento do
RotaRod. Isto também vai de encontro a literatura cientifica que mostra ser o diazepam
ansiolitico na dose de 2mg/Kg e sedativo na dose de 5 mg/kg, ambas i.p., em condi¢des
experimentais semelhantes (PRUT e CATHERINE, 2003).

Nota-se assim, que o aumento de dose do diazepam para pouco mais de duas
vezes (2 para 5 mg/Kg) gera grande perda da capacidade locomotora e/ou sedagdo nos

animais, algo que de maneira equiparada ndo acontece quando aumentamos o volume
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de 6leo administrado, mesmo que por oito vezes (0,25 para 2 puL; i.c.v.). Essa diferenca
quanto a capacidade motora e/ou sedac¢do dos animais testados com o 6leo e dos animais
testados com diazepam, pode apontar mesmo que preliminarmente, que o dleo de A.
satureioides possa, diferentemente dos benzodiazepinicos, ndo interferir ou modular a
neurotransmissao GABAGérgica. Além disso, padrdes de resposta diferentes entre
diferentes doses do 6leo e o diazepam também foram observados em outros testes aqui
apresentados. Entretanto, apenas estas diferencas ndo séo suficientes para comprovacgao
definitiva de auséncia de acéo do 6leo sobre 0s receptores benzodiazepinicos.

Os dados em conjunto dos ensaios do Campo Aberto e do teste de RotaRod
parecem apontar que o 6leo essencial de A. satureidides, a0 menos nas doses ensaiadas,
além de ndo apresentar atividade ansiolitica parece também ndo apresentar atividade
sedativa. Apesar da forte indicacdo em contrario ao uso popular também para agédo
sedativa, existe a necessidade de novos estudos que sejam ainda mais especificos para
sedacdo, como quando através do uso do teste do Pentobarbital (TORTORIELLO &
LOZOYA, 1992); (AGUIRRE-HERNANDEZ ET AL., 2007). O potencial efeito
sedativo é também bastante explorado popularmente para quando do uso da planta por
aromaterapia.

Assim, com o desdobramento deste trabalho, envolvendo mais estudos
especificos para sedacdo, e talvez o uso de doses menores e uso da via inalatoria para o
descarte definitivo da atividade ansiolitica e também a sedativa, é provavel que
necessitemos pér sob vigilancia técnica o uso popular do 6leo A. satureidides como um
depressor genérico do SNC (aromaterapia), até entdo creditado popularmente por
promover diminuicdo da ansiedade e tranquilizar o sono. Isto mostra, pois, a importante
contribuicdo deste trabalho, sobretudo acerca de seu papel epidemioldgico-sanitario.

Os trabalhos de etnofarmacologia fortalecem cada vez mais a ideia que as
plantas s&o uma fonte importante de produtos naturais biologicamente ativos, muitos
dos quais se constituem modelos para a sintese de um grande nimero de farmacos.
Assim sendo, elas representam uma fonte promissora de moléculas potencialmente Uteis
ao homem, onde destacamos o Oleo essencial pela sua grande diversidade de
metabolitos secundarios. Nesse sentido, estudos de etnofarmacologia que validem ou
invalidem as informacg6es populares sobre o uso medicinal de algumas plantas séo de
enorme importancia, sobretudo se associados a uma robusta investigagdo fitoquimica.
De fato, quando analisamos a contribui¢do das plantas no desenvolvimento de farmacos

pode se observar que nos Ultimos 25 anos, aproximadamente, metade de todas as drogas
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licenciadas eram produtos naturais ou deles derivadas. No entanto, dos 84 psicotropicos
registrados nesse periodo, apenas trés foram derivados de produtos naturais (NEWMAN
E CRAGG; 2007), o que mostra a caréncia de novos estudos se tomarmos por base a
efetividade na descoberta de outros tipos de drogas, mesmo que considerando a
dificuldade operacional e adicional no desenvolvimento de drogas com ac¢do no SNC.

Assim e quanto a medicina popular, varias espécies vegetais tém sido utilizadas,
sendo que algumas possuem estudos bem definidos sobre seus compostos quimicos e
farmacologia, porém a maioria dessas espécies é utilizada apenas tendo por base o
conhecimento empirico e popular, o que ndo é suficiente para validar plenamente as
plantas medicinais como medicamentos eficazes e seguros (SIMOES, 1988; ABBOUT,
1988). Como bem sabido o uso indiscriminado de plantas medicinais e sem respaldo
cientifico pode trazer perigo a populacdo, como no agravar de quadros clinicos devido a
ineficdcia do tratamento, associacdes medicamentosas indevidas, efeitos colaterais
severos e quadros de intoxicagdo, 0 que mostra mais uma vez a importancia dos estudos
de ordem etnofarmacolégica, seja para comprovacdo de eficacia ou ineficécia
(HEINRICH, 2003; SILVA, et al., 2008).

Tendo em mente que o Brasil possui de 15 a 20% da biodiversidade global
(LEITAO, FONSECA-KRUEL, et al., 2009), o Ministério da Salde brasileiro
desenvolveu o Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, instituido em
2008 pela portaria n° 2.960. Nele hd uma Relacdo de plantas de interesse do Plano
Nacional de Plantas Medicinais, que tem como uns dos seus objetivos, inserir de
maneira segura e eficaz o uso de plantas medicinais no Sistema Unico de Satde (SUS),
assim como estimular e reconhecer as praticas populares e tradicionais de uso de plantas
medicinais e remédios caseiros, como paises como a China ha muito tempo o fazem e
valorizam (RENISUS, 2009).

Dentro de nosso contexto de pesquisa e a fim de evidenciar o potencial das
plantas medicinais em tratamentos da saude humana e mais especificamente no
tratamento da ansiedade, podemos citar um estudo promissor, onde pacientes
submetidos a aromaterapia com o 6leo essencial de Lavandula hybrida tiveram uma
significativa reducdo da ansiedade, com baixo custo e risco (BRADEN, REICHOW e
HALM, 2009). Nesse sentido, novos esforgos se dao na tentativa de buscar uma forma
de tratamento opcional e/ou sucedaneo e/ou complementar aos benzodiazepinicos.
Apesar de nos ultimos 45 anos terem sido as drogas mais comumente utilizadas no

controle da ansiedade (Rabbani, et al., 2003) e apresentarem beneficios bem descritos e
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caracterizados, os benzodiazepinicos apresentam também varios inconvenientes e
efeitos colaterais (HEINRICH, 2003; SILVA, et al., 2008), como sedacéo, relaxamento
muscular, amnésia anterograda e dependéncia fisica, entre outros (KAPLAN &
SADOCK, 2005). Devido sobretudo a esses efeitos colaterais, cerca de 43% dos
pacientes que apresentam transtornos da ansiedade, usam alguma forma alternativa de
terapia, particularmente fitoterapicos (ERNST, 2006), o que se mostra como um nicho
farmacéutico e epidemioldgico bem interessante. Assim a fitoterapia, também no
formato de aromaterapia, vem demonstrando crescente interesse, como uma terapia
alternativa (LEHRNER J, 2005).

Apesar da indiscutivel a valia e importancia da medicina popular e fitoterapia no
contexto, sobretudo de paises em desenvolvimento e biodiversos, é importante
considerar este uso sob respaldo de uma validacdo cientifica rigorosa, principalmente
acerca dos potenciais efeitos toxicos e eficacia. De fato e como dito anteriormente,
muitas plantas vém sendo usadas secularmente na prética caseira ou mesmo
comercializadas para fins medicinais sem que nenhuma validagdo cientifica de eficécia
tenha tomado corpo ao menos em modelos animais ou até mesmo através de
experimentos in vitro. Este era o caso da A. satureioides para a qual e apesar do uso
irrestrito e amplamente disseminado no territério nacional, nada havia de comprovacao
positiva ou negativa para seus potenciais efeitos ansioliticos e/ou sedativos. Para 0 caso
de uma validacdo negativa de eficacia, como parece ser o caso deste trabalho, temos em
questdo um panorama de importante desembocadura epidemiol6gico-sanitaria. Com
efeito, isso impede que pacientes sejam expostos desnecessariamente aos potenciais
efeitos toxicos do 6leo essencial de A. satureio0ides, sobretudo no uso crénico. Ao
mesmo tempo em que impede que o paciente fique submedicado quando do uso
sucedaneo ou complementar da medicina alternativa em relacdo aquela convencional no
combate a ansiedade e disturbios do sono, sobretudo na forma do uso dos
benzodiazepinicos e apesar dos efeitos colaterais conhecidos destes Gltimos.

Finalmente, é preciso considerar que a enviesada convergéncia da literatura
cientifica para demonstracdo apenas dos resultados positivos da etnofarmacologia em
detrimento daqueles que efetivamente mostram ineficacia da planta para algumas de
suas potenciais propriedades terapéuticas é de fato extremamente perniciosa (ERNST,
2006; KINRYS et al., 2009). Isto atrapalha e atrasa o progresso de um conhecimento

valioso a0 mesmo tempo em que existe a necessidade de vigilancia epidemiolégico-
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sanitaria continua e ou tdo mais rigorosa para a medicina alternativa quanto aquela que
se acredita existir para medicina convencional.

Os problemas técnicos acima citados ndo diminuem a potencialidade dos
produtos naturais quando para uso medicinal, mas colocam em evidéncia um problema
de saude publica a ser considerado com cuidado, sobretudo, quando no momento em
que a populacdo necessita de alternativas terapéuticas que sejam seguras, mas também
realmente eficazes quando usadas de forma sucedanea ou complementar ao uso de

medicamentos convencionais, incluindo os ansioliticos e/ou sedativos.

5. CONCLUSOES
Pode-se concluir do presente trabalho que:

- O dbleo essencial de A. satureioides, aqui obtido por hidrodestilacdo simples, € obtido
em baixo rendimento e apresenta-se majoritariamente constituido do terpeno alfa-
pineno (45,49%), o que esta de acordo com a literatura corrente, demonstrando que o
6leo parece relativamente pouco variar em termos desta constituicdo. A andlise feita
neste trabalho por CG/EM serve de marcacdo fitoquimica para reproducdo futura dos
resultados aqui obtidos e ainda para correlacdo entre constituicdo quimica e

desempenho farmacolégico;

- Através do uso de testes comportamentais classicos (LCE, Teste da Caixa
Claro/Escuro e Teste do Campo aberto) para validacdo de ativos ansioliticos foi
descartada a acdo ansiolitica para o0 6leo de A. satureidides, ao menos pela via i.c.v e nas
doses utilizadas. Considerando que a via escolhida neste trabalho € menos erratica e que
propicia grandes quantidades de ativos no tecido alvo final (SNC) e suas diferentes
regides a partir do ventriculo lateral direito, € pouco provavel que resultados diferentes
sejam obtidos quando do uso da via inalatéria, embora experimentos sejam necessarios

para comprovacao final desta concluséo;

- Ainda que parcialmente e através da analise conjunta entre os dados obtidos pelo teste
do Campo aberto e Rotarod € possivel afirmar que o 6leo, a0 menos nas doses ensaiadas
e via i.c.v, também parece falhar em demonstrar atividade sedativa significante, outra
propriedade clamada na medicina popular quando do uso do 6leo por aromaterapia.
Entretanto, a confirmacdo deciséria sobre este fato carece de experimentos mais

especificos para o estudo de sedacdo. Adicionalmente, o 6leo também nédo afeta a
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coordenacdo motora, 0 que preliminarmente, mostra que 0 mesmo parecer ser bem
tolerado pelos animais, a0 menos no que tange a importante efeito negativo quando do
uso de ativos para provaveis atividades ansioliticas e sedativas, aqui claro, descartadas;

- Estes dados parecem, pois, por ao menos em ddvida o uso popular da A. satureiddes
por aromaterapia, onde sdo clamadas propriedades que diminuem a ansiedade e
tranquilizam o sono. Este achado é importante, pois, este uso é bastante comum no
Brasil, especialmente na regido sul, onde existe até a exploracdo comercial da planta

para este fim através do uso de travesseiros artesanais ou semi-industriais;

- Os dados aqui apresentados sdo de enorme importancia no que tange ao panorama
epidemioldgico-sanitéario, pois, apesar de o uso de plantas na medicina popular e
fitoterapia ser de marcada valia, € importante ponderar que a comprovacao de ineficacia
terapéutica de uma dada planta é tdo importante quanto a validacdo positiva deste
mister. Isto é dado, pois, impede que pacientes sejam expostos desnecessariamente aos
efeitos toxicos da planta, sobretudo no uso crénico, quanto impede que o paciente fique
submedicado quando do uso sucedaneo ou complementar da medicina alternativa em

relacdo aquela convencional, independentemente da terapia que estamos a considerar.
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