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RESUMO

O uso do oleo essencial de lavanda, com finalidade terapéutica, € uma pratica
milenar. Trabalhos tem demonstrado efeito tipo ansiolitico do 6leo essencial de
lavanda em estudos clinicos e pré-clinicos. Porém, pouco se sabe a respeito da
farmacologia do Oleo essencial de lavanda, o que constitui um obstculo a
credibilidade do seu efeito sobre a ansiedade. Sendo assim, o objetivo geral do
presente trabalho foi avaliar o envolvimento da neurotransmissdo GABAEérgica,
serotoninérgica e nitrinérgica, assim como investigar a participacdo do sistema
olfatério, no mecanismo de acdo do efeito tipo ansiolitico da inalacdo do 6leo de
lavanda em camundongos. Camundongos machos Swiss foram expostos a 15
minutos de inalagcdo do 6leo de lavanda em diferentes concentracées (1, 2,5 e 5%) e
todas apresentaram efeito tipo ansiolitico no teste de esconder esferas, reduzindo o
namero de esferas escondidas. A concentracdo de 5% também foi avaliada no teste
do labirinto em cruz elevado e aumentou a exploracdo dos bracos abertos. Nao foi
observada alteracdo na locomocdo dos animais tratados com o 6leo de lavanda.
Esses dados corroboram o efeito tipo ansiolitico do 6leo essencial de lavanda. Na
avaliagcdo do envolvimento de neurotransmissores no mecanismo de acdo do 0leo
de lavanda, observamos que o sistema GABAérgico parece nado estar envolvido,
pois o0 pré-tratamento com picrotoxina (antagonista GABA-A) ndo bloqueou o efeito
do dOleo essencial de lavanda. Além disso, 0 0leo essencial de lavanda néo interferiu
com a ligacdo do [*H]flunitrazepam no ensaio de binding do receptor
benzodiazepinico GABA-A. Na investigacgdo do envolvimento do sistema
serotoninérgico observamos que a inalacdo do 6leo essencial de lavanda reduziu a
sindrome serotoninérgica nos camundongos. Também constatamos que o pré-
tratamento com pindolol (antagonista nao seletivo do receptor 5-HT1A) e com
WAY100635 (antagonista seletivo do receptor 5-HT1A) bloquearam o efeito tipo
ansiolitico da lavanda no teste de esconder esferas, enquanto que o pré-tratamento
com 8-OH-DPAT (agonista 5-HT1A) em uma dose inefetiva potencializou o efeito de
uma concentracdo ndo efetiva da lavanda. Em relacdo a participacdo do sistema
nitrinérgico, observamos que o pré-tratamento com L-arginina (precursor de NO) foi
capaz de bloquear o efeito tipo ansiolitico da inalacdo do 6leo essencial de lavanda
no teste de esconder esferas, e que o pré-tratamento com 7-NI (inibidor da NO
sintase neuronial), em uma dose inefetiva, potencializou o efeito de uma
concentracdo ndo efetiva da lavanda. A avaliacdo da participagdo do sistema
olfatério, pela percepcao do aroma do 6leo essencial de lavanda quando inalado, foi
realizada pela inducdo de anosmia (perda do olfato) pela lavagem da cavidade nasal
dos camundongos com uma solu¢do de gluconato de zinco + acetato de zinco.
Observou-se que a anosmia nado prejudicou o efeito tipo ansiolitico da inalacdo do
Oleo essencial de lavanda em nenhuma das concentra¢des estudadas (2,5 e 5%).
Em conjunto, estes resultados indicam a participacdo do sistema serotoninérgico,
provavelmente através do receptor 5HT1A, e do sistema nitrinérgico no efeito tipo
ansiolitico da inalacdo do Oleo essencial de lavanda em camundongos, sendo que a
percepcdo do aroma do Oleo essencial de lavanda, pelo sistema olfatério, parece
nao ser necessaria para obtencéo do seu efeito tipo ansiolitico.

Palavras-chaves: Lavanda. Ansiedade. Camundongos. Mecanismo farmacolégico.

Olfato. Teste de esconder esferas.



ABSTRACT

The use of lavender essential oil, for therapeutic purposes, is ancient. Clinic and pre-
clinic studies have demonstrated the lavender essential oil anxiolytic-like effect.
However, it's pharmacological mechanisms is not completely known, which leads to a
lack of credibility of the lavender oil effect on anxiety. Therefore, the aim of the
present study was to evaluate the participation of the GABAergic, serotoninergic and
nitrinergic neurotransmissions, as well the olfactory system activation, on the
mechanism of the lavender essential oil anxiolytic-like effect. Male Swiss mice were
submitted to 15 min of lavender oil inhalation at different concentrations (1, 2.5 and
5%) and all concentrations reduced the number of marbles buried. The 5%
concentration was also tested on the elevated plus maze test and it increased the
exploration of the open arms. Lavender oil inhalation did not alter the mice locomotor
activity. These data corroborate the anxiolytic-like effect of lavender essential oil.
About the neurotransmitters involved on the pharmacological mechanism of lavender
oil, it was observed that the GABA-A/benzodiazepine neurotransmission seems not
to be implicated, since the pricrotoxin (GABA-A antagonist) pre-treatment did not
modify the behavioral effect of lavender essential oil. Also, lavender essential oil did
not alter [*H]-flunitrazepam binding to the benzodiazepine site on the GABA-A
receptor. In the investigation of the serotonin system participation, we observed that
lavender oil inhalation reduced the serotonin syndrome in mice. Also, we found that
the pre-treatment with pindolol (a non-selective 5-HT1A receptor antagonist) and
WAY100635 (a selective 5-HT1A receptor antagonist) blocked the anxiolytic-like
effect of lavender essential oil on the marble-burying test, while the combination of
ineffective doses of 8-OH-DPAT (5-HT1A agonist) and lavender essential oil reduced
the number of marbles buried. About the participation of nitrinergic system, it was
observed that the pre-treatment with L-arginine (precursor of NO production)
prevented the anxiolytic-like effect of lavender essential oil. Furthermore, the
treatment with a combination of behaviorally inactive doses of lavender essential oil
and 7-Nitroindazole (a neuronal NO synthase inhibitor), exerted an anxiolytic-like
effect. To investigate the participation of the lavender oil aroma perception on its
effect, the anosmia condition (loss of sense of smell) was induced in the mice by
irrigating their nasal cavity with a zinc gluconate plus zinc acetate solution. It was
observed that the anosmia did not impair the anxiolytic-like effect of the lavender
essential oil on the concentration evaluated (2.5 and 5%). Therefore, the aroma
perception by the olfactory system does not seem to be needed to achieve the
lavender essential oil ansiolytic-like effect. Thus, these results suggest the serotonin
neurotransmission, probably through 5-HT1A receptors, and the nitrinergic
neurotransmission contributes to anxiolytic-like effect of lavender essential oll
inhalation in mice.

Key-words: Lavender. Anxiety. Mice. Pharmacological mechanism. Olfaction. Marble-
burying.
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1 INTRODUCAO

1.1 ANSIEDADE

A ansiedade € uma resposta normal, que pode ser observada em situacoes
de perigo real ou imaginario. Porém, quando essa resposta de ansiedade interfere
com o cotidiano, por se tornar uma ansiedade persistente, excessiva ou
desproporcional, pode-se estar sendo observado um transtorno de ansiedade
(CRYAN e SWEENEY, 2011).

O estudo da neurobiologia da ansiedade tem englobado a avaliagdo dos
sistemas neuroanatdmico, neuroendoécrino e dos neurotransmissores. Alteracdes
nesses sistemas podem decorrer por VAarios motivos, entre eles estdo as
experiéncias vividas, o meio ambiente e a predisposi¢cdo genética (BARIK et al.,
2013; MARTIN et al.,, 2010; OLER et al., 2010). Dentre as estruturas encefélicas
mais relacionadas ao estudo da ansiedade estdo o cortex pré-frontal, os ndcleos da
rafe e as pertencentes ao sistema limbico, como o hipocampo, amigdala e matéria
cinzenta periaquedutal (GRAEFF e ZANGROSSI, 2010; SOKOLOWSKI e CORBIN,
2012). Os neurotransmissores sao 0S principais responsaveis pela comunicacao
entre as regidbes do sistema nervosos central, e alteracdes nesse sistema de
sinalizacdo tém sido relacionadas aos transtornos de ansiedade. Os sistemas de
transducdo neuronial (neurotransmissores e seus receptotes) mais estudados em
relacdo a ansiedade sdao o GABAEégico, o glutamatérgico e 0 monoaminérgico, 0
altimo representando o grupo dos neurotransmissores serotonina, noradrenalina e
dopamina (BARIK et al., 2013; MARTIN et al., 2010; MOSIENKO, 2012; MOHLER,
2012). Além dos neurotransmissores classicos, outras substancias que participam
da sinalizacdo neuronial também tém sido estudadas em relacéo a ansiedade, como
0s neuropeptideos (ex.: fator liberador de corticotropina, neuropeptideo Y) e o éxido
nitrico (MAGALHAES et al., 2010; VOLKE et al., 1995; ZHANG et al., 2010).

O transtorno de ansiedade generalizada esta entre os transtornos de
ansiedade mais comumente observados e atinge uma parcela significativa da
populacdo. O transtorno de ansiedade generalizada pode ser debilitante,
comprometendo a vida pessoal e profissional dos pacientes, além de aumentar o

risco para o surgimento de comorbidades, como exemplo, transtornos de humor, uso



18

abusivo de substéncias, alteracbes gastrointestinais, alteracbes cardiovasculares,
dor cronica e enxaqueca. Mesmo existindo opcbes eficazes de tratamento
farmacoldgico, acredita-se que muitos pacientes com transtorno de ansiedade néo
recebam o tratamento adequado (ANDREATINI et al., 2001; CRYAN e SWEENEY,
2011; KOEN e STEIN, 2011).

Os medicamentos usualmente indicados para os pacientes com transtornos
de ansiedade sdo o0s benzodiazepinicos, o0s quais atuam como moduladores
alostéricos positivos no sitio benzodiazepinico do receptor do acido gama-
aminobutirico tipo A (GABA-A) causando aumento da neurotransmissao inibitoria;
antidepressivos, principalmente os inibidores da recaptacdo de serotonina (5-HT) e
buspirona, um agonista do receptor de serotonina 5-HT1A (KOEN e STEIN, 2011,
RAVINDRAN e STEIN, 2010; RUDOLPH e KNOFLACH, 2011).

Embora efetivos, os efeitos colaterais destes medicamentos muitas vezes
dificultam a adesdo do paciente ao tratamento (ANDREATINI et al., 2001,
RAVINDRAN e STEIN, 2010; KOEN e STEIN, 2011).

No caso dos benzodiazepinicos, 0s principais efeitos colaterais sdo sedacéo,
amnésia, abuso, dependéncia, sindrome de abstinéncia e interagbes com
depressores do sistema nervoso central (SNC) (ANDREATINI et al., 2001;
RAVINDRAN e STEIN, 2010; KOEN e STEIN, 2011).

Dentre os antidepressivos, a principal classe indicada € a dos inibidores
seletivos da recaptacdo de serotonina, que embora seja conhecida por causar
menos efeitos colaterais quando comparado a outras classes de antidepressivos,
como os inibidores da monoamina oxidase e os triciclicos, apresenta alta taxa de
abandono do tratamento, que pode ser decorrente da demora em iniciar sua agao
terapéutica e o fato de poder causar disfuncdo sexual e alteracdo de peso
(ANDREATINI et al., 2001; RAVINDRAN e STEIN, 2010; KOEN e STEIN, 2011).

Aléem disso, esses medicamentos citados nao apresentam eficacia na
totalidade de pacientes submetidos ao tratamento. Sendo assim, alguns pacientes
acabam sendo tratados com outros farmacos, como por exemplo, a buspirona que
apresenta baixa satisfacdo dos pacientes, ou os antipsicoticos, que podem causar
parkisonismo, dentre outros efeitos colaterais (ANDREATINI et al., 2001,
RAVINDRAN e STEIN, 2010; KOEN e STEIN, 2011).

Recentemente foi introduzido na pratica clinica a pregabalina, que

apresentou resultados positivos no transtorno de ansiedade generalizada
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(BOSCHEN, 2011). A pregabalina liga-se a subunidade alfa2-delta dos canais de
calcio voltagem dependentes, reduzindo a entrada de calcio e consequente
liberagdo de neurotransmissor (LOTARSKI et al., 2011). Entretanto, 20 a 30% dos
pacientes tratados com pregabalina apresentam sedacéo e tontura, podendo ainda
acarretar alteracdes cognitivas (BOSCHEN, 2011).

Logo, a pesquisa de novos farmacos para o tratamento da ansiedade, que
apresentem menos efeitos colaterais e maior adesdo por parte dos pacientes é de

importante relevancia.

1.2 OLEOS ESSENCIAIS

Produtos considerados naturais e a medicina alternativa tém apresentado
crescente aceitacdo pela populacdo em geral (ERNST, 2006; SARRIS et al., 2011).
Segundo revisdo de Faustino et al. (2010), nos Estados Unidos da América, 0 uso
de plantas medicinais e fitoterapicos pela populacao varia de 16,5 a 42,0%, sendo
que 5,5 a 20,5% o fazem para condicfes relacionadas a ansiedade.

Nesse contexto, o interesse pelo estudo das propriedades terapéuticas do
0leo essencial de lavanda tem sido renovado (GEDNEY et al., 2004; WORONUK et
al., 2011).

O inicio do uso de o6leos essenciais extraidos de plantas aroméaticas se
perde no tempo. Existem relatos do seu uso por egipcios no processo de
embalsamar os mortos, e por romanos em banhos termais (HERZ, 2009).

Dentre uma variedade de usos populares, os 6leos essenciais de plantas
aromaticas sao usados por apresentar influencia sobre o humor, comportamento e
bem estar (HERZ, 2009; WORONUK et al., 2010; DIEGO et al., 1998; TSANG e HO,
2010). Essa pratica é chamada de aromaterapia, a qual inclui o uso de Oleos
essenciais por inalacdo, ingestdo ou aplicacdo dérmica (GEDNEY et al., 2004,
WORONUK et al., 2011).

Em particular, o 6leo essencial de lavanda tem demonstrado resultados
positivos na reducéo da ansiedade em estudos clinicos e pré-clinicos (BRADLEY et
al., 2007; LINCK et al., 2009, 2010; LEHRNER et al., 2005; KRITSIDIMA et al., 2010,
TSANG e HO, 2010).
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1.3 OLEO ESSENCIAL DE LAVANDA

As lavandas sé@o plantas do género Lavandula que pertencem a familia
Lamiaceae (Labiatae). Dentre as espécies mais conhecidas de Lavandula estdo a L.
angustifolia (também conhecida por L. officinalis), L. latifolia, L. stoechas, L. dentata,
e existe também a comercializacdo de formas hibridas. No Brasil, a lavanda pode
ser referida como alfazema (CUNHA et al., 2003; LORENZINI e MATOS, 2008;
TAKAHASHI et al., 2011; WORONUK et al., 2011).

A composicdo do 6leo essencial de lavanda é uma mistura complexa de
diferentes componentes, dentre eles, alcoois, ésteres, 6xidos e cetonas mono e
sesquiterpenoides. Os compostos principais do 6leo essencial de lavanda sédo os
monoterpenoides linalol, acetato de linalil, cineol, terpineno e canfora (CUNHA et al.,
2003; WORONUK et al., 2011).

A proporgéo dos compostos terpenoides no 6leo de lavanda varia de acordo
com a espécie de lavanda utilizada. Diferencas também podem ser observadas em
uma mesma espécie, devido a influéncias do meio ambiente como temperatura,
composicdo do solo, exposicdo ao sol e umidade durante o crescimento da planta
(WORONUK et al., 2011).

Os oOleos essenciais de lavanda mais comercializados s@o obtidos das
espécies L. angustifolia e L. latifélia. A Lavandula angustifdlia (Figura 1) é a mais
usada em produtos aromaticos e cosméticos, e também é a espécie de lavanda
mais usada em trabalhos que estudam o efeito ansiolitico da lavanda (TSANG e HO,
2010, WORONUK et al., 2011). Acredita-se que isso seja devido a composicao
dessa espécie, que apresenta alta concentracdo de linalol e acetato de linalil e baixa
concentracéo de canfora (TAKAHASHI et al., 2011; WORONUK et al., 2011).

Linalol é o composto que tem se mostrado mais relacionado com o efeito
ansiolitico da lavanda (LINCK et al., 2010; TAKAHASHI et al., 2011; TSANG e HO,
2010; UMEZU et al., 2006; WORONUK et al., 2011).

O conhecimento popular relata que o 6leo essencial de lavanda pode reduzir
a ansiedade e isso tem sido comprovado em estudos pré-clinicos e clinicos (PERRY
et al., 2012; TSANG e HO, 2010).
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FIGURA 1 - Lavandula angustifolia

FONTES:

Esquerda: Lorenzine e Matos. Plantas medicinais no Brasil, 2008, pg. 304

Direira: Cunha, Silva e Roque. Plantas e produtos vegetais em fitoterapia, 2003, pg. 99

1.4 ESTUDOS SOBRE O EFEITO TIPO ANSIOLITICO DO OLEO DE LAVANDA

1.4.1 Estudos pré-clinicos

Os estudos pré-clinicos tem mostrado o efeito tipo ansiolitico do o6leo
essencial da lavanda através do uso de modelos animais de ansiedade (TSANG e
HO, 2010). Esse efeito ansiolitico foi obsevado em ratos submetidos ao teste de
campo aberto (SHAW et al., 2007 e 2011), em esquilos da Mongolia (BRADLEY et
al., 2007) e em camundongos (TAKAHASHI et al., 2011) expostos ao labirinto em
cruz elevado, e também ao teste de Geller-Seifter e de Vogel (UMEZU et al., 2006).

Estudos realizados com compostos isolados também apresentaram
resultados positivos em testes de ansiedade com camundongos. A inalagcdo do
linalol, um dos principais componentes do 0leo essencial de lavanda, mostrou efeito
ansiolitico nos testes de conflito de Vogel e Geller-Seifter (UMEZU et al., 2006), e
também nos teste de interacéo social e caixa claro/escuro (LINCK et al., 2010). Além
disso, foi observado por Takahashi et al. (2011), que o efeito tipo ansiolitico do
linalol, observado nos camundongos testados no labirinto em cruz elevado, foi

potencializado na presenca de outro componente do 6leo de lavanda, o acetato de
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linalil, sugerindo que esses compostos poderiam atuar de maneira sinérgica para o

obtencao do efeito ansiolitico.

1.4.2 Estudos clinicos

Estudos clinicos também tém demonstrado efeitos positivos da lavanda no
controle da ansiedade (PERRY et al., 2012). Foi observado que a inalacdo do 6leo
essencial de lavanda na sala de espera para ao atendimento odontolégico causou
reducdo na ansiedade dos pacientes nos trabalhos realizados por Lehrner et al.
(2005) e Kritsidima et al. (2010). Porém, nesses estudos o0 grupo que inalou a
lavanda foi comparado ao grupo sem odor, ou seja, que ficou exposto ao odor
caracteristico do consultério odontoldgico.

Sabe-se que o sentido do olfato e a percepcédo de odores podem modular
humor, cognicdo e comportamento, sendo assim, odores podem se conectar a
formacdo e evocacdo de memorias relacionadas a odores especificos,
principalmente os envolvidos com situa¢des emotivas (ROBIN et al., 1999; MOSS et
al., 2003; SOUDRY et al., 2011). Logo, o préprio odor do consultério odontoldgico,
caracterizado principalmente pelo odor do eugenol, produto usado em alguns
procedimentos odontolégicos, pode por si s6 despertar um estado de ansiedade em
pacientes que tiveram experiéncias negativas associadas ao tratamento
odontolégico (ROBIN et al.,, 1999). Sendo assim a lavanda poderia estar
mascarando o odor de eugenol do consultério odontolégico e assim reduzindo a
ansiedade dos pacientes.

A inalacdo do Oleo essencial de lavanda reduziu a ansiedade em um grupo
de voluntéarios na realizacao de um teste aritmético (DIEGO et al., 1998), também foi
observada reducdo do cortisol salivar de 22 voluntarios saudaveis (ATSUMI e
TONOSAKI, 2007). A inalacao do 6leo essencial de uma espécie hibrida, o lavandin,
durante o pré-operatério, também ajudou no controle da ansiedade relacionada a
procedimentos cirurgicos (BRADEN et al., 2009). Um estudo realizado com idosos
com deméncia mostrou que a inalacdo de lavanda ajudou a controlar a agitacéo
desses pacientes (LIN et al., 2007).

Por outro lado, a literatura também apresenta estudos clinicos com
resultados negativos em relacdo ao efeito ansiolitico da lavanda. A lavanda néo teve

efeito na ansiedade de estudantes apos o teste de Digit Symbol, que consiste na
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repeticdo de sequencias de numeros e foi usado para causar agitacdo e estresse
nos voluntarios (HOWARD e HUGHES, 2008). Resultado semelhante foi encontrado
por Toda e Morimoto (2008), quando pediram para voluntarios saudaveis definirem
seu grau de autopercepcdo de ansiedade, apos a realizacdo de um teste aritmético,
com o auxilio de uma escada horizontal contendo do lado esquerdo a definicdo
“‘nenhum estresse” e na extremidade direita “pior estresse que eu posso imaginar”.
Entretanto, nesse mesmo estudo, a analise de marcadores enddcrinos de estresse
na saliva detectou a diminuicdo da cromogranina A no grupo que inalou a lavanda,
embora nenhuma diferenga tenha sido notada na avaliagédo do cortisol.

Porem outros estudos, em diferentes situacdes, também mostraram
resultados positivos. Reducdo da ansiedade foi observada apds administracdo por
via oral de capsulas contendo 6leo essencial de lavanda, em voluntarios normais
apo6s assistirem um filme neutro, mas néo teve efeito nos voluntarios que assistiram
a um filme que provocava ansiedade. Neste estudo o0s autores sugeriram que a
lavanda poderia ajudar no controle da ansiedade leve, mas ndo nos casos de alta
ansiedade (BRADLEY et al., 2009).

Apesar de os estudos clinicos com voluntarios mostrarem resultados
contraditorios, estudos clinicos controlados (randomizados, comparativos, duplo-
cego) com pacientes diagnosticados com transtorno de ansiedade, tém indicado um
efeito ansiolitico do Oleo essencial de lavanda. Estes estudos utilizaram a
administracdo oral de silexan, uma preparacao de 6leo essencial extraido das flores
da espécie Lavandula angustifolia, que é um fitoterdpico com autorizacdo para
venda na Alemanha sob o nome comercial de Lasea (KASPER et al., 2010a;
PERRY et al., 2012; WOELK e SCHLAFKE, 2010).

Woelk e Schlafke (2010) mostraram que o silexan (n=36 pacientes) foi tdo
efetivo quanto o lorazepam (n=33 pacientes), um farmaco benzodiazepinico, apés 6
semanas de tratamento, no controle da ansiedade de pacientes com diagnostico de
transtorno de ansiedade generalizada, avaliados pela escala de ansiedade Hamilton.
Além disso, os autores observaram que o silexan ndo causou sedacdo, que é um
dos efeitos colaterais dos benzodiazepinicos. Porém esse trabalho ndo teve a
participacdo de um grupo placebo, que seria interessante para eliminar um possivel
resultado falso positivo.

Kasper et al. (2010a), também em um estudo randomizado e duplo cego,

selecionou 221 pacientes com transtorno de ansiedade n&o especificado. Os
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pacientes foram separados em 2 grupos, silexan e placebo, e apés 10 semanas de
tratamento os autores relataram que O grupo que recebeu silexan apresentou
melhora na ansiedade e nos disturbios de sono relacionados a ansiedade, em
comparacao ao grupo placebo, sem apresentar sedacéo ou outros efeitos colaterais.
Esse mesmo grupo de pesquisadores, Kasper et al. (2010b), em um artigo de
revisdo de estudos clinicos, propéem que o silexan poderia ser uma opgado de
tratamento nos casos de ansiedade subsindrdmica, pois nesses casos 0s pacientes
nao apresentam todos os critérios para serem diagnosticados com algum transtorno
de ansiedade, sendo assim, acabam nao recebendo o tratamento farmacologico
convencional. Nesta situacdo o silexan poderia ajudar na melhora do bem estar,
agitacao e qualidade do sono desses pacientes, sem apresentar os efeitos colaterais
dos benzodiazepinicos ou antidepressivos, o que facilitaria a adesdo do paciente ao
tratamento.

Ainda, em estudo aberto com o silexan, Uehleke et al. (2012) observaram
gue apds 6 semanas de tratamento, 50 pacientes diagnosticados com neurastenia
ou estresse pés-traumatico relataram melhora nos sintomas de inquietacéo, distarbio
de sono e ansiedade. O Unico efeito indesejado descrito pelos pacientes foi um leve
a moderado desconforto gastrointestinal.

Nesses trés ultimos estudos com pacientes, o 6leo de lavanda foi
administrado oralmente na forma de capsulas (80mg/dia) e ndo por inalacdo, como
visto em outros trabalhos. Sendo assim, o Oleo essencial de lavanda tem
apresentado efeito ansiolitco em humanos independentemente da via de

administracao.

1.5 MECANISMOS ENVOLVIDOS NO EFEITO TIPO ANSIOLITICO DO OLEO
ESSENCIAL DE LAVANDA

1.5.1 Neurotransmissores
O mecanismo de acao do efeito ansiolitico da lavanda ainda nao foi

completamente desvendado, mas estudos a respeito da sua farmacodinamina tém

contribuido para o assunto.
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Aoshima e Hamamoto (1999) relataram que o 6leo essencial de diferentes
espécies de lavanda causou potencializacdo da resposta inibitéria do receptor
GABA-A quando expresso em o0citos de Xenopus (género de ras aquaticas).

Shaw et al. (2011) observaram uma reducao na expressao de c-fos induzida
por ansiedade ndo condicionada (exposi¢cdo ao campo aberto), em cérebro de ratos.
Embora em algumas areas do cérebro (nucleos paraventricular e dorsomedial do
hipotalamo e nudcelo central da amigdala) essa reducdo tenha sido similar, porém
mais branda, do que no grupo de ratos que recebeu clordiazepoxido, os autores
concluem que ndo ha evidencias suficientes que comprovem que a lavanda atue
pelos mesmos mecanismos neurais que os benzodiazepinicos.

Lis-Balchin e Hart (1999) observaram que a lavanda e o composto isolado,
linalol, causaram uma ac¢éo espasmolitica sobre o musculo liso do ileo de porquinho-
da-india em experimento de 6rgdo isolado. Nesse experimento in vitro 0s autores
também observaram aumento do AMPc e sua mediacdo pds-sinaptica, o que
sugerem ter sido a via de acdo do relaxamento muscular observado.

Ainda, Elisabetsky et al. (1995), mostraram que o linalol inibiu a ligagdo do
glutamato aos seus receptores, quando testado in vitro em cOrtex cerebral de rato.
Sendo o glutamato o principal neurotransmissor excitatério no sistema nervoso
central, os autores sugerem que a diminuicdo da sua ligacdo a seus receptores
poderia estar envolvida no efeito ansiolitico do 6leo essencial de lavanda.

Outros estudos com o composto isolado linalol demonstraram inibicdo da
ligacdo do glutamato ao receptor NMDA, porém o linalol ndo alterou a ligacdo do
GABA ao receptor GABA-A em experimento in vitro usando membrana cortical de
camundongo (Silva Brum et al., 2001a). Também foi demonstrado que o linalol inibiu
a liberacdo de glutamato estimulada por potassio, assim como a recaptacdo do
glutamato, porém ndo alterou sua liberagdo basal em sinaptossoma cortical de
camundongo (Silva Brum et al., 2001b).

Apesar de estudos estarem sendo dedicados ao delineamento do
mecanismo de acdo ansiolitico do 0Oleo essencial de lavanda e o seu principal
componente, linalol, ainda ndo se conhece o seu mecanismo de agao exato, sendo
assim, sua correlacdo com outras vias e neurotrasmissores envolvidos nos
transtornos de ansiedade precisam ser estudados. Além disto, ndo existe estudo
comportamental associando estes efeitos neuroquimicos do O6leo essencial de

lavanda e do linalol com seus efeitos comportamentais. Com o entendimento do
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mecanismo de acdo do Oleo essencial de lavanda sobre a ansiedade, podera se
antever possiveis efeitos colaterais e interacdo com medicamentos, como por

exemplo, os benzodiazepinicos e antidepressivos.

1.5.2 Sistema Olfatério

Estudos tém demonstrado o efeito tipo ansiolitico do 6leo essencial de
lavanda apés sua administracdo por diferentes vias. A via inalatéria demonstrou
resultado positivo em estudos pré-clinicos (BRADLEY et al., 2007; LINCK et al.,
2010) e clinicos (DIEGO et al., 1998; KRITSIDIMA et al., 2010; LEHRNER et al.,
2005), assim como a via intraperitoneal, em camundongos (UMEZO et al., 2006) e a
via oral, em pacientes (KASPER et al.,, 2010b; WOELK e SCHLAFKE, 2010;
UEHLEKE et al., 2012).

Como citado anteriormente, os 6leos essenciais podem ser absorvidos
através do sistema respiratorio, através da aplicacdo dérmica ou pela ingestédo oral
(WORONUK et al., 2011). Quando o 0leo essencial de lavanda é usado por via
inalatéria pode ser absorvido de duas maneiras: (a) através da absorcdo pela
mucosa pulmonar e nasal, caindo na corrente sanguinea para seguir para o sistema
nervoso central; (b) via sistema olfatério, jA que a administracdo intranasal de
substancias pode atravessar a barreira hematoencefélica e a via olfatoria levaria as
substancias para o SNC (FATURI et al., 2010; HANSON e FREY, 2008; KAGAWA et
al., 2003).

Por outro lado o 6leo essencial de lavanda poderia ativar as células
olfatérias na cavidade nasal, causando ativacdo do bulbo olfatério, 0o qual passaria
essa ativacdo para regides do sistema nervoso central (ALMEIDA et al., 2004;
FATURI et al., 2010; HERZ, 2009; KAGAWA et al.,, 2003; SOUTO-MAIOR et al.,
2011).

E conhecido que o sistema olfatorio se encontra anatomicamente proximo as
regibes do cérebro relacionadas a emocgdes e humor, sendo que algumas dessas
estruturas sdo comuns ao processamento de emocgbes e odores, como talamo,
hipotalamo, amigdala, hipocampo, cortex orbitofrontal e insular (HERZ, 2009;
SOUDRY et al., 2011).

A transducdo olfatoria € iniciada pela percepcdo de odores, que ativa 0s

neurdnios primarios. Essa ativacao é transmitida ao sistema olfatorio central, através
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dos glomérulos presentes no bulbo olfatério. Na sequencia, a informagdo €
conduzida para o cortex piriforme, ou cértex olfatorio, que transmite a ativacao para
o talamo, hipotalamo, amigdala, hipocampo, cortex orbitofrontal e insular (SOUDRY
et al., 2011). Sendo assim, a inalacao de 6leos essenciais, poderia ativar estruturas
pertencentes ao sistema limbico, que estdo relacionadas com modulacdo de
comportamento e emog¢&o. Entretanto, como descrito anteriormente, o componente
farmacologicamente ativo do 0Oleo essencial, poderia ser absorvido pela mucosa
pulmonar, caindo assim na corrente sanguinea, e chegando ao sistema nervoso
central, ou ainda, o efeito poderia decorrer de uma somatoria das duas vias (HERZ,
2009; SOUDRY et al., 2011).

1.6 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

A busca por novos medicamentos ansioliticos visando maior eficacia, menor
custo e a reducdo dos efeitos colaterais, tem renovado o interesse pelos 6leos
essenciais. A maior aceitacdo das terapias alternativas e complementares tem
contribuido para o crescente numero de estudos clinicos e pré-clinicos com o 6leo
essencial de lavanda, que mostram os seus efeitos sobre o controle da ansiedade.
Além disto, a administracdo por via inalatéria tem a vantagem de um inicio de agao
mais rapido e administracdo em grupo (por exemplo, sala de espera de consultério
odontoldgico), porém a via oral permite um controle mais preciso da dosagem.

Entretanto, ainda existe a necessidade de mais estudos, entre eles, estudos
que esclarecam o mecanismo de acao farmacoldgico do 6leo essencial de lavanda,
estudos sobre o seu uso cronico, sobre o desenvolvimento de tolerancia ou
dependéncia, e estudos sobre os efeitos da lavanda na cogni¢do, por exemplo. Um
maior embasamento cientifico que comprove a eficacia e a seguranca do uso do

Oleo essencial de lavanda pode aumentar a utilidade e interesse dessa pratica.
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PARTE 1

AVALIACAO DO ENVOLVIMENTO DAS VIAS GABAERGICA,
SEROTONINERGICA E NITRINERGICA NO MECANISMO DE ACAO DO EFEITO

TIPO ANSIOLITICO DO OLEO ESSENCIAL DE LAVANDA
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a participagdo da neurotransmissdo GABAérgica, serotoninérgica e
nitrinérgica no mecanismo de acado farmacolégico do efeito tipo ansiolitico da

inalacdo do 6leo essencial de lavanda.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Verificar o efeito tipo ansiolitico da inalacdo do 6leo essencial de lavanda no teste

de esconder esferas e no labirinto em cruz elevado.

e Comparar o efeito do 6leo essencial de lavanda com um odor neutro (acetato de

amila) e com o controle sem odor (dgua destilada).

¢ Investigar a influencia do pré-tratamento com pricrotoxina (antagonista GABA-A)
sobre o efeito tipo ansiolitico da inalagdo do 6leo essencial de lavanda no teste de

esconder esferas.

e Avaliar a ligacdo do dleo essencial de lavanda no sitio benzodiazepinico do
receptor GABA-A, pelo ensaio de binding de [*H] flunitrazepam.

¢ Investigar a influencia do pré-tratamento com pindolol (antagonista ndo seletivo
5HT1A), WAY 100635 (antagonista 5SHT-1A) no efeito tipo ansiolitico da inalacao

do 6leo essencial de lavanda no teste de esconder esferas.

¢ Investigar a influencia da coadministragdo com 8-OH-DPAT (agonista 5HT-1A) no
efeito tipo ansiolitico da inalacdo do 6leo essencial de lavanda no teste de

esconder esferas.
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e Avaliar a influencia do 6leo essencial de lavanda na sindrome serotoninérgica

induzida por fluoxetina e 5-HTP.

¢ Investigar o efeito do pré-tratamento com L-arginina (precursor do NO) ou da
coadministracdo de 7-NI (inibidor da NO sintase neuronial) no efeito tipo
ansiolitico do O6leo essencial de lavanda, na avaliagdo da participacdo da

neurotransmissao nitrinérgica.

e Investigar o efeito da inalacdo do 6leo essencial de lavanda na atividade da
NADPH-d nas regibes do nuacleo rafe dorsal (NDR) e matéria cinzenta

periaguedutal (MCP), pelo teste de histoquimica para NADPH-d.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS

Camundongos adultos machos Swiss (30-45 g), em grupos de 15 animais
por caixa (41 X 34 X 16 cm), foram mantidos em condi¢des controladas de luz (ciclo
claro-escuro de 12 horas, luzes acesas as 7:00h) e temperatura (211 °C). Comida e
agua estiveram disponiveis ad libitum. O presente trabalho foi realizado de acordo
com o Guia para o Cuidado e Uso de Animais de Laboratério do Instituto Nacional
de Saude (USA), o protocolo experimental aplicado foi aprovado pela Comisséo de
Etica para o Uso de Animais da Universidade Federal do Parané, protocolo nimero
407 (ANEXO 1).

3.2 DROGAS E TRATAMENTOS

O oleo essencial de lavanda (Lavandula angustifolia) (Phytoterapica, Séo
Paulo, Brazil), 100% puro, foi diluido em propilenoglicol para obtencdo das
concentracdes de 0,1%, 1,0%, 2,5% e 5,0% (v/v), minutos antes dos experimentos.
Andlise quimica do 6leo essencial de lavanda indicou presenca de 46,5% de linalol e
53,5% de acetato de linalil (analise de cromatografia gasosa realizada pela Dall
solugdes analiticas e empresariais — ANEXO 2). Acetato de amila (5%, Sigma, St.
Louis, MO, USA), o qual possui odor semelhante a banana e ndo apresenta efeito
algum sobre ansiedade em modelos animais (PASCHALL e DAVIES, 2002; PAVESI
et al.,, 2011), e agua destilada foram usadas como controles. Os camundongos
foram submetidos a 15 min de inalagdo imediatamente antes dos testes
comportamentais.

Diazepam (1 mg/kg e 3 mg/kg, Unido Quimica, Brasil), picrotoxina (0,5
mg/kg, Sigma), 8-hidroxi-2-(di-n-propilamino)tetralina (8-OH-DPAT, 3 mg/kg e 0,5
mg/kg, Sigma), maleato de  N-{2-[4-(2-Metoxifenil)-1-piperazinil]etil}-N-2-
piridinilcicloexanocarboxamida (WAY100635, 3mg/kg, Sigma), fluoxetina (40 mg/kg,
EMS, Brasil) e L-arginina (L-arg; 200 mg/kg, Sigma) foram diluidas em salina e
administradas intraperitonealmente (i.p.). Pindolol (32 mg/kg, i.p.,Sigma) foi diluido

em salina com 1% de Tween 80 e 5-Hidroxitriptofano (5-HTP, 80 mg/kg, i.p., Sigma)
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foi diluido em salina com 5% de Tween 80, 7-nitroindazole (7-NI; 10 mg/kg, i.p.,
Sigma) foi dissolvido em 6leo de milho e mantido em gelo.

Todas as drogas foram preparadas minutos antes dos experimentos e
administradas no volume de 10ml/kg de peso.

As doses usadas foram estabelecidas de acordo com a literatura
(CASAROTTO et al., 2010; DALVI e RODGERS, 1996; DIAZ e MAROTEAUX, 2011;
EGASHIRA et al., 2008; FOX et al., 2007; MATSUSHITA et al., 2005; PEREIRA et
al., 2011; UMATHE et al., 2009; ZOMKOWSKI et al., 2004) ou por prévios
experimentos realizados pelo grupo (dados ndo mostrados).

A inalagéo do Oleo essencial de lavada foi feita por 15 min antes dos testes
comportamentais. A administracdo intraperitoneal das demais drogas foi feita 30 min
antes dos testes comportamentais. Os esquemas de tratamento, com 0s tempos de

administragao, estao detalhados na sesséo 3.6 (desenho experimental).
3.2.1 INALACAO

Grupos de 5 animais (para o teste de esconder esferas) ou um camundongo
(para o labirinto em cruz elevado, campo aberto e sindrome serotoninérgica), dentro
de uma caixa moradia (28 X 17 X 12 cm), foram colocados dentro de um recipiente
plastico com tampa (32 X 24 X 32 cm). Agua destilada (controle), acetato de amila
5% e o6leo essencial de lavanda nas concentracdes de 0,1%, 1,0%, 2,5% e 5,0%
(v/v) foram depositados, no volume constante de 1ml, sobre um pedaco de algodao
(0,7 a 0,8 g) colocado dentro do recipiente plastico (Figura 2). Os camundongos
foram submetidos a 15 minutos de inalacdo nas caixas imediatamente antes dos

testes. Cada algodéo foi usado apenas 1 vez e renovado para cada animal.

FIGURA 2 - Caixa de Inalacdo. FONTE: Lea Chioca (2012)
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3.3 TESTES COMPORTAMENTAIS

3.3.1 Teste de Esconder Esferas

O teste de esconder esferas foi o teste escolhido para investigar o
mecanismo de a¢do farmacologico do 6leo essencial de lavanda por ser um teste
sensivel a drogas usadas clinicamente para o tratamento do transtorno de
ansiedade generalizada, como benzodiazepinicos e antidepressivos (CRYAN e
SWEENEY 2011; NICOLAS et al. 2006; HAYASHI et al. 2010).

Nesse teste os camundongos foram colocados individualmente no centro de
uma caixa de polietileno (40 X 34 X 16 cm), forrada com 5 cm de cepilho, contendo
24 esferas de vidro (15 mm de diametro) uniformemente distribuidas pela periferia
da caixa (5 cm das paredes) (Figura 3). Ap6s 20 minutos, o camundongo foi
removido da caixa e foi contado o niUmero de esferas com pelo menos 2/3 da sua
superficie coberta por cepilho. A caixa e o cepilho foram trocados e as esferas de
vidro lavadas em alcool 10% entre animais, para reduzir a interferéncia do cheiro do
animal anteriormente testado (HAYASHI et al., 2010; KRASS et al., 2010).

FIGURA 3 - Teste de esconder esferas
FONTE: Lea Chioca (2012)

3.3.2 Labirinto em Cruz Elevado

O labirinto em cruz elevado usado consiste de 2 bragos abertos (30x5 cm) e

dois bracos fechados (30x5x25 cm) feitos de madeira, na altura de 45cm acima do
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chédo (LISTER, 1987). Os bracos abertos apresentam uma borda de 0,5 cm para
prevenir que os camundongos caiam (Figura 4). Apdés o tratamento, os animais
foram colocados individualmente na plataforma central de frente para um dos bracos
fechados do labirinto e foram avaliados por 5 min. Os parametros observados foram
0 numero de entradas nos bragos abertos e fechados e o tempo de permanéncia
nos bracos abertos (dados expressos como porcentagem). Considerou-se entrada
nos bragcos quando o animal entrou com as quatro patas dentro dos mesmos. O
namero de entradas nos bracos fechados foi considerado indice de atividade
locomotora, a porcentagem de entradas assim como o tempo de permanéncia nos
bracos abertos como parametros de ansiedade (BARETTA et al.,, 2012; LISTER,

1987). Os experimentos foram filmados para avaliacdo subsequente.

FIGURA 4 - Labirinto em cruz elevado
FONTE: Lea Chioca (2012)

3.3.3 Atividade locomotora

3.3.3.1 Caixa de movimentacao

Cada camundongo foi colocado individualmente dentro da caixa de
movimentacdo (40x20x26 cm) a qual é equipada com trés fotocélulas nas suas
paredes (10 cm entre elas) e o numero de interrup¢des dos feixes foi registrado de
maneira cumulativa por um periodo de 5 minutos (Figura 5). A caixa de
movimentacdo usada consiste de paredes laterais de madeira e a base é feita de
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uma malha de arame, com uma tampa de acrilico verde escura (PEREIRA et al.,
2011).

e e

FIGURA 5 - Caixa automatizada de movimentagéo espontanea
FONTE: Roberto Andreatini

3.3.3.2 Campo Aberto

O campo aberto usado consiste de uma arena circular feita de metal (40 cm
de diametro e 28 cm de altura) pintada de branco. A base da arena foi divida em 25
espacos arranjados em 3 circulos concéntricos (Figura 6). Cada camundongo foi
colocado no centro do campo aberto e o0 nimero de quadrados cruzados com todas
as patas foi contado durante 5 min. As sessfes foram filmadas por uma camera
colocada acima do campo aberto. Foi utilizado alcool 10% em agua para limpeza do
campo aberto entre os animais (TADAIESKY et al., 2006).

FIGURA 6 - Campo Aberto
FONTE: Lea Chioca (2012)
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3.3.4 Sindrome Serotoninérgica

Para a sindrome serotoninérgica, cada camundongo foi habituado a caixa
teste (caixa de vidro, 32 cm x 17 cm x 21 cm) por 15 min. Apds esse periodo de
habituacao, foi feita a administracdo de fluoxetina (40 mg/kg) e na sequencia 0s
animais foram submetidos a inalagdo do oleo de lavanda (5%) por 15 min;
imediatamente apos a inalacédo foi administrado 5-HTP (80 mg/kg) e apos 5 min o
primeiro video foi feito, seguido por 4 videos de 1 min a cada 5 min (Figura 7).

Os comportamentos associados a sindrome serotoninérgica foram filmados
em 5 videos de 1 minuto cada, para posterior avaliacdo por observador ndo
informado sobre os tratamentos de cada grupo.

Os comportamentos foram avaliados como intermitentes e continuos. Os
comportamentos intermitentes incluiram balancar cabeca, pisar das patas dianteiras
e movimento para trds, pontuados em uma escala de 0 a 4; sendo 0, ausente, 1,
presente uma vez; 2, presente varias vezes; 3, presente frequentemente; 4, presente
continuamente. Os comportamentos continuos incluiram abducdo das patas
posteriores, cauda de Straub, tremor e postura corporal abaixada, pontuados em
uma escala de 0 a 4; sendo 0, ausente; 1, perceptivel; 2, fraco; 3, médio; 4, maximo
(DIAZ e MAROTEAUX, 2011; FOX et al., 2007, 2008; KALUEFF et al., 2007).

A pontuacdo dos 5 videos de 1 min cada foram somados para cada
comportamento. A pontuacao total para a sindrome serotoninérgica foi obtida pela
soma de todos 0s comportamentos, intermitentes e continuos, durante os 5 min de
avaliagcdo (DIAZ e MAROTEAUX 2011; FOX et al.,, 2007, 2008; KALUEFF et al.,
2007).

Sindrome Serotoninérgica

Fluoxetina 5-HTP

\ { \{
15 30 35 45 55
| 1 1 1 1 1 1 J Tempo (min)
[ Y J Y J [ Y J
Habituacdo a Inalagao Videos (1 min)
caixade vidro 6leo de lavanda acada 5 min
ou agua

FIGURA 7 - Esquema experimento da Sindrome Serotoninérgica
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3.4 BINDING PARA O RECEPTOR BENZODIAZEPINICO GABA-A

Para a preparacdo das membranas, o ceérebro de ratos Wistar foi
homogeneizado (1:10, m/v) em solucdo tampéo (Tris—HCIl 10 mM, sacarose 300 mM,
EDTA 2 mM, pH 7,4). O homogeneizado foi centrifugado (4°C a 1,000 x g por 10
min), o sobrenadante foi coletado e novamente centrifugado (4°C a 16,000 x g por
20 min). O sedimento foi resuspenso na mesma solucdo tampao e congelado a -
20°C por 48 h. Apds esse periodo as membranas foram descongelas e resuspensas
(2:20, m/v) em Tris-HCI 50 mM e EDTA 2 mM (pH 7,4), e centrifugado a 4°C a
16,000 x g por 10 min. O sedimento foi resuspenso no mesmo tampao e incubado a
37°C por 30 min. Apos incubacéo, as amostras foram centrifugadas e lavadas nas
mesmas condi¢cdes descritas acima por mais duas vezes. Apos a Ultima
centrifugacéo, o sedimento foi resuspenso em HEPES 20 mM e EDTA 1 mM (pH
7,4), e o teor de proteina foi determinado de acordo com Bradford (1976).

O ensaio de binding de flunitrazepam [*H] foi realizado conforme descrito por
Vogel (2008). As amostras foram incubadas em duplicata em tubos de policarbonato
(volume total de 500 pul) contendo Tris—HCI 50 mM (pH 7,4) e 0,5 mg de proteina de
membrana na auséncia ou na presenca do 6leo essencial de lavanda (1-100 ug/ml).
Diazepam (10 uM) foi usado como controle positivo (Huen et al., 2003). A incubagé&o
foi iniciada pela adicdo de 1 nM de flunitrazepam [*H] (85 Ci/mmol, Perkin-Elmer,
USA) e mantido em gelo por 60 min. A reacao foi interrompida por filtracdo a vacuo,
e cada filtro foi lavado com 15 ml de tamp&o Tris—HCI 10 mM gelado. Os filtros foram
colocados individualmente em tubos de policarbonato, e 1 ml de liquido de cintilacdo
foi adicionado. A radioatividade foi determinada utilizando um contador de cintilacdo
liguida (Packard Tri-Carb 2100TR). A ligacdo nao especifica (10-20% do total de
ligacdo) foi determinada pela adicdo de diazepam 100 uM ao meio em ensaio
paralelo. Foi considerada como ligacéo especifica a diferenca entre a ligacao total e
a ligacdo ndo especifica. Os resultados sdo expressos como a porcentagem de

ligacéo especifica.
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3.5 HISTOQUIMICA PARA NADPH-DIAFORASE

Apobs o tratamento com o 6leo essencial de lavanda 5% ou agua destilada e
a exposicdo ao teste de esconder esferas, os camundongos foram anestesiados
com hidrato de cloral e perfundidos com PBS (pH 7,4) e em seguida com
paraformaldeido a 4% em PBS. Os cérebros foram removidos e armazenados em
geladeira no paraformaldeido por 4 horas e depois mantidos em sacarose a 30%
durante a noite. No dia seguinte, os cérebros foram emblocados em Tissue Tek e
congelado em gelo seco. Os blocos foram mantidos a -80°C até 0 momento da sua
utilizagdo. As amostras foram cortadas em criostato, em secgdes de 25 pm. Os
cortes foram processados em ensaio free-floating. As seccfes foram lavadas com
PBS (pH 7,4) e incubadas por 20 minutos em 0,3% de Triton X-100 em PBS. Em
seguida, as secc¢des foram incubadas por 2 horas em uma mistura contendo 3 mg/ml
de NADPH (Sigma), 1 mg/ml de azul de nitrotetrazélio (NBT) e 0,1% de Triton X-100
em PBS. A reacédo foi interrompida através da incubacdo das seccdes em PBS
gelado. Os cortes foram feitos baseando-se no atlas Paxinos e Franklin (2004) para
obtencdo das regibes matéria cinzenta periaquedutal dorsomedial (DMPAG) e
nucleo dorsal da rafe (DRD), 12 cortes foram feitos a partir de bregma -4,48 mm a -
4,84 mm, e 1 em cada 4 cortes foi avaliado (Figura 8).

As seccbes foram montadas em laminas gelatinizadas, as quais foram
cobertas com uma mistura de 70% de glicerol em PBS e laminula. No dia seguinte
as laminas foram avaliadas e fotografadas (microscopio Leica Microsystems
DM2500, Alemanha). As imagens foram avaliadas por um observador n&o
familiarizado com os tratamentos, e as células marcadas pela coloracao azul escura
foram consideradas NADPH-d positivas (BEIJAMINI e GUIMARAES, 2006; JOUNG
et al., 2012)
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Bregma -4.48 mm Bregma -4.84 mm

FIGURA 8 - Diagramas modificados representando DMPAG e DRD
FONTE: The mouse Brain in stereotaxic coordinates de Paxinos e Franklin (2004)

3.6 DESENHO EXPERIMENTAL

Nos dias de experimento, os camundongos foram habituados a sala
experimental por 30 minutos antes do inicio da administracdo das drogas, com livre
acesso a ragao e agua.

O teste de esconder esferas, o labirinto em cruz elevado, o campo aberto e a
caixa de locomocéao, foram realizados no periodo da manha, das 8:00 as 13:00 h.

O teste da sindrome serotoninérgica foi realizado no periodo da tarde, entre
13:00 e 18:00 h.

Cada teste comportamental foi realizado com um grupo diferente de

camundongos.
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3.6.1 Avaliagcdo do efeito tipo ansiolitico do Oleo essencial de lavanda em

camundongos

Experimento |: Efeito da inalacdo de diferentes concentracdes de 6leo
essencial de lavanda no teste de esconder esferas. Inalacdo de agua destilada foi
usada como controle, e a inalacdo de acetato de amila (odor semelhante & banana)
foi usado como controle negativo. O tempo de inalacdo foi de 15 minutos,

imediatamente antes do teste.

Experimento Il: Efeito do 6leo essencial de lavanda 5% (15 min de inalagéo)

no teste do labirinto em cruz elevado. Agua destilada foi utilizada como controle

Tratamento Teste comportamental
Oleo essencial de Lavanda 1%, 2,5% e 5% 15 min
Acetato de Amila 5% — Teste de Esconder Esferas
Agua Destilada
Qloe Essehmal de Lavanda 5% 15 min Labirinto em Cruz Elevado
Agua Destilada —

FIGURA 9 - Experimentos | e Il

3.6.2 Estudo do envolvimento da via de neurotransmissdo GABAérgica no efeito tipo

ansiolitico do 6leo essencial de lavanda

Experimento llI: Influéncia do pré-tratamento com picrotoxina (0,5 mg/kg,
i.p) no efeito do 6leo essencial de lavanda (5%) sobre o comportamento de esconder
esferas. Diazepam (1mg/kg, ip) foi empregado como controle positivo e &agua
destilada (no algodéo) foi utilizada como controle. A picrotoxina ou o veiculo foram
administrados 15 min antes da inalacdo do Oleo essencial de lavanda ou agua
destilada, seguido de 15 min de inalag&o, assim como do diazepam, seguido de 30

min de intervalo, antes do teste comportamental.

Tratamento Teste comportamental
15min Lavanda 5%
Veiculo — Diazepam 1,0 mg/kg — Teste de esconder Esferas

Agua destilada
Lavanda 5%
Picrotoxina — Diazepam 1,0 mg/kg — Teste de esconder Esferas
0,5 mg/kg Agua destilada
FIGURA 10 - Experimento |l
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Experimento IV: Efeito do 6leo essencial de lavanda (1 a 100 pg/ml) no
binding de [*H]flunitrazepam em membranas de cérebros de ratos “in vitro”.

Diazepam (10uM) foi utilizado como controle positivo.

3.6.3 Estudo do envolvimento da via de neurotransmissao serotoninérgica no efeito

tipo ansiolitico do 6leo essencial de lavanda

Experimento V: Efeito do 6leo essencial de lavanda (5%) sobre a sindrome
serotoninérgica induzida por fluoxetina (40 mg/kg, i.p) e 5-HTP (80 mg/kg, i.p). Apos
15 min de habituacdo a caixa experimental os camundongos receberam o
tratamento com fluoxetina, na sequéncia foram colocados nas caixas de inalacéo
(com dleo essencial de lavanda ou agua destilada) por 15 min, ao final do tempo de
inalacdo os camundongos receberam a administracdo de 5-HTP e ap6s 5 min foram

iniciadas as filmagem (5 videos de 1 min, a cada 5 min de intervalo — Fig. 7).

Experimento VI: Influéncia do pré-tratamento com pindolol (32 mg/kg, i.p, 30
min antes dos demais tratamentos) no efeito do 6leo de essencial de lavanda (5%,
15 min inalagéo) sobre o comportamento de esconder esferas. 8-OH-DPAT (3
mg/kg, i.p, 30 min antes do teste) foi usado como controle positivo e 4gua destilada
(no algodéo) foi utilizada como controle

Experimento VII: Influéncia do pré-tratamento com WAY 100635 (3 mg/kg,
i.p, 30 min antes dos demais tratamentos) no efeito do 6leo de essencial de lavanda
(5%, 15 min inalacdo) sobre o comportamento de esconder esferas. 8-OH-DPAT (3
mg/kg, i.p, 30 min antes do teste) foi usado como controle positivo e 4gua destilada

(no algodéo) foi utilizada como controle.

Tratamento Teste comportamental
30min Lavanda 5%
Veiculo — 8-OH-DPAT 3 mg/kg — Teste de esconder Esferas

Agua destilada
30min Lavanda 5%
Pindolol — 8-OH-DPAT 3 mg/kg — Teste de esconder Esferas
32 mg/kg Agua destilada
30min Lavanda 5%
WAY 100635 — 8-OH-DPAT 3 mg/kg — Teste de esconder Esferas
3 mg/kg Agua destilada

FIGURA 11 - Experimentos VI e VII
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Experimento VIII: Efeito da coadministragdo de uma dose inefetiva de 8-
OH-DPAT (0,5 mg/kg) e Oleo essencial de lavanda (0,1%) sobre o comportamento
de esconder esferas. A administracdo de 8-OH-DPAT foi feita 15 min antes da
inalacdo do Oleo de essencial lavanda ou agua destilada, seguida de 15 min de

inalagdo do Oleo essencial de lavanda imediatamente antes do teste

comportamental.
Tratamento Teste comportamental
, i Lavanda 0,1% '

Veiculo 15min - = . ° 15 min Teste de esconder Esferas

- Agua destilada

8-OH-DPAT 15min Lavanda 0,1% 15 min

~ . Teste de esconder Esferas

0,5 mg/kg - Agua destilada

FIGURA 12 - Experimento VIII

3.6.4 Estudo do envolvimento da via de neurotransmisséo nitrinérgica no efeito tipo

ansiolitico do 6leo essencial de lavanda

Experimento IX: Efeito da pré-administracdo de L-arginina (200 mg/kg, i.p)
no efeito do 6leo essencial de lavanda (5%, inalagdo) sobre o comportamento de
esconder esferas. Agua destilada (no algod&o) foi utilizada como controle. A
administracdo de L-arg foi feita 15 min antes da inalacdo do dleo de essencial
lavanda ou agua destilada, seguida de 15 min de inalacdo do 6leo essencial de

lavanda imediatamente antes do teste comportamental.

Tratamento Teste comportamental
. 15 mi Lavanda 5% 15 mi
Veiculo mn 7 min Teste de esconder Esferas
- Agua destilada -
L-arginina 15 mi Lavanda 5% 15 mi
g = . ° mn Teste de esconder Esferas
200 mg/kg - Agua destilada -

FIGURA 13 - Experimento IX

Experimento X: Efeito da administracdo conjunta de uma dose inefetiva de
7-NI (10 mg/kg, i.p) e inalacdo de uma concentracéo inefetiva do 0leo essencial de
lavanda (0,1%) no teste de esconder esferas. Agua destilada (no algoddo) foi
utilizada como controle. A administracao de 7-NI foi feita 15 min antes da inalagao
do 6leo de essencial lavanda ou agua destilada, seguida de 15 min de inalacdo do

Oleo essencial de lavanda imediatamente antes do teste comportamental.
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Tratamento Teste comportamental
. 15min  Lavanda 0,1% 15 min
Veiculo P . Teste de esconder Esferas
- Agua destilada -
7-NI 15min  Lavanda 0,1% 15 min
P ! Teste de esconder Esferas
10 mg/kg - Agua destilada -

FIGURA 14 - Experimento X

Experimento XI: Histoquimica para NADPH-d em camundongos apos
inalacdo de Oleo essencial de lavanda 5%. As é&reas analisadas foram o ndcleo
dorsal da rafe (NDR), parte dorsal, e matéria cinzenta periaquedutal (MCP)

dorsomedial

Experimento Xl (a e b): Avaliagdo da atividade locomotora do Oleo
essencial de lavanda, drogas GABAérgicas, serotoninérgica e nitrinérgicas. Os
camundongos tratados com Oleo essencial de lavanda, drogas GABAérgicas
(picrotoxina, diazepam) e serotoninérgica (WAY100635, pindolol e 8-OHDPAT)
foram avaliados na caixa de locomocao (Xlla), enquanto que diferentes grupos de
camundongos tratados com 6leo essencial de lavanda, L-arg e 7-NI foram avaliados

no campo aberto (XIIb).

3.7 ESTATISTICA

Todos os dados sdo apresentados como média + EPM. Os dados do teste
de esconder esferas, do teste do campo aberto e da caixa de locomocgéao foram
analisados pela ANOVA de uma via seguida do teste de Duncan, para comparacdes
individuais. Os dados do labirinto em cruz elevado, sindrome serotoninérgica e
histoquimica para NADPH foram analisados pelo teste t de Student para amostras
independentes, para comparar o grupo controle e lavanda 5%. Foi considerada
diferenca estatisticamente significante quando p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 AVALIACAO DO EFEITO DO OLEO ESSENCIAL DE LAVANDA NOS TESTES
COMPORTAMENTAIS: ESCONDER ESFERAS, LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO
E CAMPO ABERTO

4.1.1 Experimento |: Efeito das diferentes concentracdes do 6leo essencial de

lavanda (OEL) no teste de esconder esferas.

Como mostra a figura 15, ANOVA de uma via indicou efeito significativo do
tratamento [F(4, 45)= 7.568; p< 0,001]. Todas as concentracfes do Oleo essencial
de lavanda reduziram significativamente o numero de esferas escondidas em
comparacao aos grupos agua destilada e acetato de amila (todos p< 0,05). Nao
houve diferenca significativa entre os grupos agua destilada e acetato de amila (p>
0,10). Nao foi observada diferenca significativa entre as diferentes concentracdes

do 6leo essencial de lavanda (todos p> 0,10)
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FIGURA 15 - Efeito de diferentes concentragdes do 6leo essencial de lavanda, acetato de amila (AA)
e controle (agua destilada; AD) no comportamento de esconder esferas. Valores expressos como
meédia £ EPM do nimero de esferas escondidas durante 20 min (n= 10 camundongo/grupo). *p< 0,05
e **p< 0,01 comparado aos grupos AD e AA 5%.
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4.1.2 Experimento II: Efeito do 6leo essencial de lavanda 5% no labirinto em cruz

elevado.

Resultados apresentados na figura 16. O teste t de Student indicou efeito
significante do 6leo essencial de lavanda 5% sobre a porcentagem de tempo gasto
nos bracos abertos [t(20)= -3,833; p< 0,01] assim como sobre a porcentagem de
entrada nos bracos abertos [t(20)= -3.877; p< 0,01]. Nao foi observada diferenca na
entrada nos bracos fechados [t(20)= -1,720; p> 0,10; Controle: 6.9 + 0,54; Lavanda:
8.2 + 0.55, valores de média + EPM].
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FIGURA 16 - Efeito do 6leo essencial de lavanda 5% (15 min de inala¢&@o) no labirinto em cruz
elevado (5 min): % do tempo total gasto nos bracos abertos (esquerda), % de entrada nos bracos
abertos (direita). Valores de média + EPM (n= 11 camundongos / grupo). * p< 0,05 comparado ao
controle (AD: agua destilada).

4.2 ESTUDO DO ENVOLVIMENTO DA VIA DE NEUROTRANSMISSAO
GABAERGICA

4.2.1 Experimento IlI: Influéncia do pré-tratamento com picrotoxina (0,5 mg/kg) no
efeito do 6leo de essencial de (5%) lavanda e do diazepam (1mg/kg) sobre o
comportamento de esconder esferas.

ANOVA de uma via indicou que o tratamento exerceu um efeito significante
[F(5, 45)= 7,763; p< 0,001]. A figura 17 mostra que os camundongos tratados com
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picrotoxina 0,5 mg/kg mostraram um comportamento de esconder esferas similar ao
grupo salina (p> 0,10), enquanto os que receberam diazepam 1 mg/kg ou dleo
essencial de lavanda 5% apresentaram uma inibicdo significativa no comportamento
de esconder esferas (ambos p< 0,01 comparado ao grupo salina). O pré-tratamento
com picrotoxina 0.5 mg/kg inibiu o efeito do diazepam 1 mg/kg, pois esse grupo tive
o numero de esferas escondidas semelhante ao grupo salina (p> 0,10) e maior que o
grupo que recebeu apenas diazepam (p< 0,02). Por outro lado, o pré-tratamento
com picrotoxina 0,5 mg/kg néo interferiu no efeito do 6leo essencial de lavanda 5%,
sendo que o grupo que recebeu a combinacdo de picrotoxina e Oleo essencial de
lavanda escondeu menos esferas que o controle (p< 0,01), sendo similar ao grupo

gue recebeu apenas 6leo essencial de lavanda (p> 0,10).
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FIGURA 17 - Efeito do pré-tratamento com Picrotoxina (0,5 mg/kg, ip) sobre o efeito ansiolitico do
Oleo essencial de lavanda (5%, inalagdo) ou diazepam (1,0 mg/kg, ip) no comportamento de
esconder esferas. Valores expressos como media + EPM do niimero de esferas escondidas durante
20 min (n= 7-10 camundongo/grupo). *p< 0,05 comparado ao controle (salina+ agua destilada)
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4.2.2 Experimento |V: Efeito do 6leo essencial de lavanda (1 a 100 pg/ml) no binding

de [*H]flunitrazepam em membranas de cérebros de ratos “in vitro”

Como mostra a figura 18, diazepam, usado como controle positivo, reduziu a
ligacédo especifica do [*H] flunitrazepam em 86 + 1%. Esse efeito ndo foi observado

com o 6leo essencial de lavanda.
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FIGURA 18 - Efeito do 6leo essencial de lavanda (1 a 100 pg/ml) e diazepam sobre o binding de
[*H]flunitrazepam em membrana de cérebro de ratos. Resultados apresentados como média + EPM
de 3 experimentos independentes realizados em triplicata e expressos como % em relagéo ao
controle. **p< 0,01 em comparagdo com veiculo

4.3 ESTUDO DO ENVOLVIMENTO DA VIA DE NEUROTRANSMISSAO
SEROTONINERGICA

4.3.1 Experimento V: Efeito do 6leo essencial de lavanda (5%) sobre a sindrome

serotoninérgica induzida por fluoxetina e 5-HTP.

Como demostrado na figura 19, houve uma redugéo significante na

severidade da sindrome serotoninérgica (pontuacdo total) no grupo que recebeu
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0leo essencial de lavanda comparado ao grupo veiculo [t(24)= 2.314, p< 0,05]. Nao
foi observado efeito significante nas pontuacdes individuais [todos t(24) entre 1.889
e — 0.31], mas foi observada uma tendéncia de reducéo (p< 0.10) no grupo 6leo
essencial de lavanda para as pontuacfes de abducdo das patas traseiras, postura
corporal abaixada e tremor.
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FIGURA 19 - Efeito da inalagdo do dleo essencial de lavanda 5% sobre a sindrome serotoninérgica
induzida por 5-HTP+fluoxetina: pontuacdo para sindrome serotoninérgica geral (somatéria dos
comportamentos individuais; esquerda); pontuacdo dos comportamentos individuais (direita). Valores
de média £ EPM (n = 13 camundongo/grupo). *p< 0,05 e (*)p< 0,10 comparado ao controle (AD = agua
destilada).
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4.3.2 Experimento VI: Influéncia do pré-tratamento com pindolol no efeito do 6leo de
essencial de lavanda e do 8-OH-DPAT sobre o comportamento de esconder esferas

ANOVA de uma via indicou que o tratamento exerceu efeito significante [F(5,
62)=5,060, p<0,01. Fig. 20]. O 6leo essencial de lavanda e o0 8-OH-DPAT reduziram
o0 numero de esferas escondidas quando comparados ao grupo controle (ambos p<
0,02). A reducdo no comportamento de esconder esferas do 6leo essencial de
lavanda e do 8-OH-DPAT foi bloqueado pelo pré-tratamento com pindolol, sendo
assim, nao foi encontrada diferengca entre esses grupos e o0 grupo controle. O
pindolol isoladamente n&o diferiu do controle.
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FIGURA 20 - Efeito do pré-tratamento com Pindolol (32 mg/kg, ip) sobre o efeito tipo ansiolitico do
Oleo essencial de lavanda (5%, inalagcdo) ou 8-OH-DPAT (3 mg/kg, ip) no teste de esconder esferas.
Valores expressos como média + EPM do numero de esferas escondidas (n=8-12 camundongos/
grupo). *p< 0,05 comparado ao controle (salina+ agua destilada).

4.3.3 Experimento VII: Influéncia do pré-tratamento com WAY 100635 no efeito do

Oleo de essencial de lavanda sobre o comportamento de esconder esferas

ANOVA de uma via indicou que o tratamento exerceu efeito significante
[F(5,60)= 2.972; p< 0.02; Fig. 21]. Oleo essencial de lavanda e 8-OH-DPAT
reduziram o numero de esferas escondidas quando comparados ao grupo controle

(ambos p< 0,02). A reducdo no comportamento de esconder esferas do Oleo
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essencial de lavanda e do 8-OH-DPAT foi bloqueado pelo pré-tratamento com
WAY100635, sendo assim, ndo foi encontrada diferenca entre esses grupos e o
grupo controle (ambos p> 0,10). O WAY 100635 isoladamente nao diferiu do

controle.
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FIGURA 21 - Efeito do pré-tratamento com WAY 100635 (3 mg/kg, ip) sobre o efeito tipo ansiolitico
do oleo essencial de lavanda (5%, inalacdo) ou 8-OH-DPAT (3 mg/kg, ip) no teste de esconder
esferas. Valores expressos como média + EPM do nimero de esferas escondidas (n=8-12
camundongos/ grupo). *p< 0,05 comparado ao controle (salina+ agua destilada).

4.3.4 Experimento VIII: Efeito da coadministragdo de uma dose inefetiva de 8-OH-

DPAT e 6leo essencial de lavanda sobre o comportamento de esconder esferas.

ANOVA de uma via indicou que o tratamento induziu um efeito significante
[F(3,33)= 6.510; p< 0.01; Figura 22]. O 6leo essencial de lavanda combinado a 8-
OH-DPAT reduziu o numero de esferas escondidas comparado a todos 0s outros
grupos (todos p< 0,02). Por outro lado, isoladamente, tanto o 6leo essencial de

lavanda como o 8-OH-DPAT nao diferiram do controle.
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FIGURA 22 - Efeito da coadministracdo de 8-OH-DPAT (0,5 mg/kg, ip) e 6leo essencial de
lavanda 0,1% (inalado) sobre o comportamento de esconder esferas. Valores de média + EPM
do nimero de esferas escondidas (n= 9-10). *p< 0,05 comparado ao controle (salina+ agua
destilada).
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4.4 ESTUDO DO ENVOLVIMENTO DA VIA DE NEUROTRANSMISSAO
NITRINERGICA.

4.4.1 Experimento IX: Efeito da pré-administracdo de L-arginina no efeito tipo

ansiolitico do 6leo essencial de lavanda no teste de esconder esferas.

ANOVA de uma via indicou efeito significante do tratamento [F(3,26)= 4,898;
p< 0,001]. Como demonstrado na figura 23, camundongos tratados com Oleo
essencial de lavanda 5% esconderam menos esferas quando comparado aos outros
grupos (todos p <0,05). L-arg, quando administrada sozinha, n&o alterou o
comportamento de esconder esferas quando comparado ao controle (p>0,10). O
pré-tratamento com L-arg 200 mg/Kkg inibiu o efeito do 6leo essencial de lavanda 5%,
sendo assim, os camundongos que receberam a combinacdo de L-arg e Oleo
essencial de lavanda 5%, tiveram o ndmero de esferas escondidas semelhante ao
controle (p> 0,10) e maior que o grupo do 6leo essencial de lavanda 5% sozinho (p
<0,03).
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FIGURA 23 - Efeito do pré-tratamento com L-arginina (L-arg 200 mg/kg, ip) sobre o efeito tipo
ansiolitico da inalacdo do 6leo essencial de lavanda 5% no teste de esconder esferas. Dados
representam média £+ EPM do nimero de esferas escondidas (n = 7-8/ group). *p< 0,05 comparado a
todos os outros grupos.
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4.4.2 Experimento X: Efeito da administracao conjunta de uma dose inefetiva de 7-NI
e inalagdo de uma concentracgéo inefetiva do 6leo essencial de lavanda no teste de

esconder esferas.

ANOVA indicou efeito significativo do tratamento [F(3,27)= 5.197; p< 0.01].
Como mostra a figura 24, 6leo essencial de lavanda 0,1% e 7-NI 10 mg/kg sozinhos
nao reduziram o numero de esferas escondidas comparados ao controle (ambos p
>0,10). A combinacéo de doses inefetivas de 6leo essencial de lavanda (0,1%) e 7-
NI (10 mg/kg) diminuiu o numero de esferas escondidas comparado aos outros

grupos (todos p<0,01).
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FIGURA 24 - Efeito da coadministracdo de 7-nitroindazol (7-NI) e éleo essencial de lavanda 0,1% no
comportamento de esconder esferas. Dados expressos como média + EPM do numero de esferas
escondidas durante 20 min (n = 7-9/ grupo). **p< 0,01 comparado a todos 0s outros grupos.

4.5 HISTOQUIMICA PARA NADPH DIAFORASE (Experimento XI)

Resultados preliminares

N&o houve diferenga significativa no numero células positivas para NADPH-d
entre os grupos controle e Oleo essencial de lavanda 5%, para as regides do NDR
dorsal [t(7)= 0,25; p= 0,8], e MCP dorsomedial [t(8)= 2,08; p= 0,07], como pode ser

observado nas figuras 25 e 26.
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FIGURA 26 - Histoquimica para NADPH-d nas estruturas de nucleo dorsal da rafe (NDR),
parte dorsal e matéria cinzenta periaquedutal (MCP) dorsomedial. Valores de média + EPM do
namero de células positivas para NADPH-d (n= 4-5/grupo).
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4.6 AVALIACAO DA ATIVIDADE LOCOMOTORA

4.6.1 Experimento Xlla: Caixa de movimentagao

Ndo foi observada alteracdo significativa na atividade locomotora
espontanea dos camundongos tratados com oOleo essencial de lavanda 5% e as
drogas serotoninérgicas e GABAérgicas usadas nesse trabalho comparadas ao
grupo controle [F(7, 58)= 1.9306; p= 0,08].

Tabela 1.
Avaliacdo da atividade locomotora na caixa de movimentagéo (5 min).
Grupos Cruzamentos

Controle 147 + 14
Oleo essencial de lavanda 5% 158 + 11
8-OH-DPAT 3 mg/kg 98 + 22
8-OH-DPAT 0,5 mg/kg 116 + 10
WAY100635 3 mg/kg 116 +12
Picrotoxin 0,5 mg/kg 151 +£13
Diazepam 1 mg/kg 155 + 23
Pindolol 32 mg/kg 131+12

Dados representam a média £ EPM, n= 8-9/grupo

4.6.2 Experimento Xllb: Campo aberto

N&o foi observada diferenca significativa na locomog¢édo dos camundongos
no campo aberto apos tratamento com lavanda, 7-NI ou L-arg em comparacao com
o grupo controle. [F(3, 32)=2,6647, p=0,06]. n= 8-10/grupo

Tabela 2.
Avaliacéo da atividade locomotora no campo aberto durante 5 minutos.
Grupos Cruzamentos
Controle 182 +9
Oleo essencial de lavanda 5% 168 +9
7-NI 10 mg/kg 177 + 17
L-arginina 200 mg/kg 212+ 8

Dados representam a média + EPM do nimero de cruzamentos, n= 8-9/grupo
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PARTE 2

AVALIACAO DA PARTICIPACAO DO SISTEMA OLFATORIO PARA OBTENCAO
DO EFEITO TIPO ANSIOLITICO DA INALACAO DO OLEO ESSENCIAL DE

LAVANDA.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar se a percepcao do odor do Oleo essencial de lavanda (Lavandula
angustifolia), quando inalado, é necessaria para obtencdo do seu efeito tipo

ansiolitico, em camundongos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Confirmar a indugdo de anosmia induzida pela administracdo intranasal da

solucéo de gluconato de zinco e acetato de zinco.

Observar o tempo de permanéncia da condicdo de anosmia.

Avaliar se a condicdo de anosmia interfere com o comportamento de esconder

esferas e com o comportamento locomotor dos camundongos.

Investigar se a condicdo de anosmia interfere no efeito tipo ansiolitico do 6leo
essencial de lavanda no teste de esconder esferas.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS

Camundongos adultos machos Swiss (30-40 g), em grupos de 10 animais
por caixa (40 X 34 X 16 cm), foram mantidos em condi¢cdes controladas de
temperatura 21+1 °C), ciclo claro-escuro de 12 horas (luzes acesas as 7:00h),
comida e agua a vontade. Trés dias antes do teste de discriminacdo olfatoria, os
animais foram isolados em caixas menores (28 X 17 X 12 cm).

O protocolo experimental aplicado no presente trabalho foi aprovado pela
Comissdo de Etica para o Uso de Animais da Universidade Federal do Parana,
protocolo niumero 532 (ANEXO 3), e realizado de acordo com o Guia para o Cuidado
e Uso de Animais de Laboratério do Instituto Nacional de Saude (USA).

3.2 DROGAS E TRATAMENTOS

3.2.1 Administracao Intranasal da solugéo de Gluconato de Zinco e Acetato de Zinco

Solucdo de gluconato de zinco e acetato de zinco foi obtida do produto
Zicam® Oral Mist (Matrixx Initiatives, Inc, Scottsdale, USA), comercializado nos EUA
e Europa para aliviar os sintomas da gripe. Na administracdo intranasal, os
camundongos foram previamente anestesiados com xilazina (7.5 mg/kg) e
guetamina (100 mg/kg) intraperitonealmente, e entdo 30 ul da solucdo de gluconato
de zinco e acetato de zinco ou salina (controle) foi cuidadosamente administrado em
cada cavidade nasal com o auxilio de uma seringa Hamilton conectada a uma
agulha gengival de ponta romba através de um tubo de polietilieno. A agulha foi
inserida 3 mm dentro da cavidade nasal para ajudar no processo de irrigagédo da
cavidade nasal. O procedimento foi realizado primeiro na narina direita e ap4s um
intervalo de 3 a 5 minutos foi repetido da narina esquerda.

Durante a respiracdo normal do camundongo, parte da solucao foi expelida
através das narinas, o que foi prontamente absorvido com auxilio de papel
absorvente, para evitar com que o animal tivesse dificuldade em respirar (LIM et al.,
2009; McBRIDE et al., 2003; SLOTNICK et al., 2010).
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3.2.2 Inalacgéo do 6leo essencial de lavanda

O dleo essencial de lavanda (Lavandula angustifolia) (Phytoterapica, Sao
Paulo, Brasil) foi diluido em propilenoglicol para obtencéo das concentracfes de
0,5%, 2,5% e 5,0% (v/v), minutos antes dos experimentos. Agua destilada foi usada
como controle.

Cada camundongo, dentro da sua prépria caixa moradia pequena (28 X 17 X
12 cm), foi colocado dentro de um recipiente plastico com tampa (32 X 24 X 32 cm).
O dleo essencial de lavanda ou agua destilada foi depositado, no volume de 1ml,
sobre um pedaco de algodao (0,7 a 0,8 g) colocado dentro do recipiente plastico. Os
camundongos foram submetidos a 15 minutos de inalacédo nas caixas, na sequéncia
foram realizados os testes comportamentais. Cada algodao foi usado apenas 1 vez

e renovado para cada animal.

3.3 TESTES COMPORTAMENTAIS

3.3.1 Discriminacéo olfatéria

O teste de discriminacao olfatéria foi realizado usando uma adaptacéo do
método descrito por Prediger et al. (2010). Primeiramente os camundongos foram
isolados por 3 dias. No dia do teste, os animais foram transferidos para outra caixa,
idéntica a caixa moradia pequena (28 X 17 X 12 cm), a qual foi dividida, por acrilico
transparente, em duas &reas iguais que se comunicavam por uma porta (Figura 27).
Durante 5 minutos de habituacdo, a caixa continha apenas o cepilho que o préprio
animal tinha usado por 3 dias. Apds esse periodo, em um dos lados o cepilho do
préprio animal (lado familiar) foi substituido por cepilho usado por outro camundongo
(lado né&o familiar), e nos proximos 5 minutos foi registrado o tempo gasto em cada

um dos lados da caixa.
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FIGURA 27 - Caixa para o teste de discriminagdo olfatoria.
FONTE: Lea Chioca (2012)

3.3.2 Campo Aberto

O campo aberto usado para avaliar a atividade locomotora constituiu de uma
caixa de polietileno (40 X 34 X 16 cm), a mesma usada como caixa moradia. A base
foi dividida em 24 quadrados (Figura 28). Cada camundongo foi colocado
individualmente no centro da arena e o numero de quadrados cruzados, com as 4
patas, foi registrado durante 5 minutos. Alcool 10% foi usado para a limpeza do

campo aberto entre animais.

FIGURA 28 - Campo aberto
FONTE: Lea Chioca (2012)
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3.3.3 Teste de esconder esferas

Os camundongos foram colocados individualmente no centro de uma caixa
de polietileno (40 X 34 X 16 cm), a mesma usada como caixa moradia, contendo 24
esferas de vidro (15 mm de diametro) uniformemente distribuidas pela periferia da
caixa (5 cm das paredes) sobre 5 cm de cepilho (Figura 3). Apés 20 minutos, o
camundongo foi removido da caixa e o niumero de esferas, pelo menos 2/3, cobertas
por cepilhos foram contadas. A caixa e o cepilho foram trocados e as esferas de
vidro lavadas em &lcool 10% entre animais, para reduzir a interferéncia do cheiro do
animal anteriormente testado (HAYASHI et al., 2010; KRASS et al., 2010).

3.4 DESENHO EXPERIMENTAL

Primeiramente, o teste de discriminacédo olfatorio foi realizado nos dias 2, 5,
8, 11, 15, 20 e 26 apds a administracdo de salina ou a solucdo de gluconato de
zinco e acetato de zinco (solucdo de zinco), (n= 7-9 camundongo/grupo), para
avaliar a duracéo do prejuizo olfatério, que levou a perda do olfato, ou anosmia (Fig.
29, experimento 1).

A proxima etapa foi avaliar a influencia da anosmia sobre o efeito ansiolitico
da lavanda. Um grupo diferente de camundongos foi tratado com a solucao de zinco
ou salina, e o teste de discriminacao olfatoria foi realizado 7 dias apds o tratamento,
para confirmar a perda da habilidade em diferenciar os lados da caixa teste (n=44
camundongo/ grupo). Dentre esses animais, um subgrupo (n= 16 camundongo/
grupo) foi testado no campo aberto imediatamente apds o teste de discriminacao
olfatéria, com o objetivo de avaliar o efeito da anosmia sobre a locomocédo dos
animais. No dia seguinte, os animais que receberam salina ou a solugdo zinco,
foram tratados com o Oleo essencial de lavanda (0,5 - 2,5 - 5,0%) ou agua destilada
(AD) e imediatamente apdés 15 min. de inalacdo foram submetidos ao teste de
esconder esferas (Fig. 29, experimento 2; n=11 camundongo/ grupo).

Um terceiro grupo de camundongos foi testado no campo aberto, 15 minutos
apos a inalacédo do oleo essencial de lavanda, nas concentracdes de 2,5% e 5%,

salina e diazepam (3 mg/kg) foram usados como controles (n= 8 camundongos/

grupo).
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FIGURA 29 - Desenho Experimental do Experimento 1 (avaliagéo da indug¢éo de anosmia) e
do Experimento 2 (influéncia da anosmia no efeito ansiolitico do 6leo essencial de lavanda)

EXPERIMENTO 1: Efeito da irrigacao intranasal com 30 ul da solucdo de
zinco ou salina em cada narina. Os camundongos foram mantidos isolados durante
o periodo do teste de discriminacao olfatéria que foi realizado nos dias 2, 5, 8, 11,
15, 20 e 26.

EXPERIMENTO 2: Em outro grupo de camundongos foi feita a irrigacéo
intranasal com a solugdo de zinco ou salina, e ap6s 7 dias de intervalo foram
realizados os testes de discriminacdo olfatoria (com todos os camundongos que
receberam o tratamento intranasal) e em seguida o teste do campo aberto (apenas
com um subgrupo de camundongos que receberam o tratamento intranasal). No dia
seguinte os camundongos foram submetidos ao teste de esconder esferas apos a

inalagéo do 6leo essencial de lavanda ou agua destilada.
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3.5 ANALISE ESTATISTICA

O teste de discriminacgdo olfatéria foi analisado pelo teste t de Student para
amostras dependentes comparando o tempo gasto em cada lado da caixa.

Os dados do campo aberto foram analisados pela andlise de variancia
(ANOVA) de uma via, seguida pelo teste de Duncan, ou o teste t de Student para
amostras independentes.

Os dados do teste de esconder esferas foram analisados pela ANOVA de
duas vias, tendo como fatores a anosmia e a inalagdo, seguida do teste de Duncan.
Foi considerada diferenca estatisticamente significante quando p<0,05. Valores sao

expressos como media = EPM.
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4 RESULTADOS

4.1 EXPERIMENTO 1: EFEITO DA IRRIGACAO INTRANASAL COM A SOLUCAO
DE ZINCO SOBRE A DISCRIMINACAO OLFATORIA DURANTE 26 DIAS

Como mostra a figura 30, os camundongos do grupo salina apresentaram
preferéncia pelo compartimento com o cepilho usado por outro camundongo (lado
nao familiar) em todos os dias testados [t(6) entre -2,93 e -10,60; todos p<0,03). A
administracdo intranasal da solugdo de zinco prejudicou a discriminacdo olfatoria,
visto que os camundongos tratados ndo mostraram preferéncia por nenhum lado nos
dias 2, 5, 8, 11, 15, 20 e 26 apods o tratamento [t(8) entre -2,22 e 1,11; todos p >
0,05].
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FIGURA 30 - Efeito da solugédo zinco sobre o teste de discriminacéo olfatoria durante 26 dias. Dados
representam media + EPM (n= 7-9 camundongo/ grupo) do tempo gasto (s) no lado com o cepilho
familiar e o lado com cepilho (n&do familiar) durante 5 min. *p<0.05 comparado com o lado familiar.
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4.2 EXPERIMENTO 2: INFLUENCIA DA ANOSMIA SOBRE O EFEITO TIPO
ANSIOLITICO DO OLEO ESSENCIAL DE LAVANDA

4.2.1 Teste de Discriminacéo olfatoria 7 dias apés o tratamento com a solucéo de
zinco

Como mostra a figura 31, nos animais tratados com salina houve uma
diferenca significativa entre o tempo gasto no lado familiar e ndo familiar da caixa
teste [t(43)= 16.103, p< 0.0001]. Por outro lado, como visto no experimento 1, a
irrigacdo nasal com a solucdo de zinco aboliu essa diferenca [t(43)= -0.981, NS].
(n= 44 camundongos/grupo).
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FIGURA 31 - Efeito da solugdo de zinco sobre o teste de discriminagdo olfatéria 7 dias apos o
tratamento. Dados representam media + EPM do tempo gasto (s) no lado da caixa teste com o
cepilho familiar e ndo familiar durante 5 min (n= 44 camundongo/ grupo). *p<0,05 comparado com o
lado familiar.

4.2.2 Avaliagéo da atividade locomotora no campo aberto dos animais tratados com
a solugéo de Zinco

Nado foi observado efeito significativo da solucdo de zinco sobre a
locomocédo, 7 dias apOs sua administracdo [t(30)= 0,59 NS]. O numero de
cruzamentos no campo aberto para o grupo salina foi de 179 + 13, e para o grupo
solucdo de gluconato de zinco mais acetato de zinco foi de 168 + 13 (média + EPM,;
n=16/grupo).
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4.2.3 Teste de Esconder Esferas

ANOVA de duas vias mostrou um efeito significativo da lavanda [F(3,80) =
215.94, p<0,001], mas néo significativo da solucao de zinco [F(1,80) = 5.737, NS], e
nao foi observada interacdo entre os fatores [F(3,80) = 3.924, NS]. Como mostra a
figura 32, o 6leo essencial de lavanda, nas concentragfes de 2,5% e 5,0%, reduziu o
namero de esferas escondidas em comparacao aos grupos agua destilada e lavanda
0,5% (todos p<0,05), independentemente da irrigacdo intranasal com salina ou

solugao de zinco.
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FIGURA 32 - Efeito irrigagdo nasal com a solugdo de zinco sobre o efeito tipo ansiolitico do éleo
essencial de lavanda no teste de esconder esferas. Dados representam media £+ EPM do nimero de
esferas escondidas durante 20 minutos (n=11 camundongo/ grupo). * p< 0,05 e ** p < 0,01
comparado ao controle (dgua destilada) (ANOVA de duas vias seguida do teste de Duncan).

4.3 EXPERIMENTO 3: AVALIACAO DO OLEO ESSENCIAL DE LAVANDA SOBRE
O COMPORTAMENTO LOCOMOTOR NO CAMPO ABERTO

Foi observado efeito significante do tratamento sobre o numero de
cruzamentos no campo aberto [F(3,28)=23,008, p<0,0001]. Diazepam (3 mg/kg)
reduziu a atividade locomotora quando comparado a todos os outros grupos (todos
p<0,001). Oleo essencial de lavanda (2,5 e 5,0%) n&o mostrou altera¢do em relacéo
ao controle salina mais agua destilada (todos p>0,1). Esses camundongos testados
no campo aberto ndo receberam tratamento intranasal de salina ou solugdo de

zinco.
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Tabela 3. Avaliacdo da atividade locomotora dos camundongos no teste do campo

aberto
Grupos Cruzamentos
Controle (inalacéo de AD) 186+ 12
Inalagéo de Lavanda 2,5% 160 £ 14
Inalacédo de Lavanda 5,0% 187 £ 11
Diazepam (3 mg/kg i.p.) 73+ 7*

Dados representam a média + EPM do ndimero de cruzamentos durante 5 minutos, n= 8-10/grupo.

*p<0,05 comparado ao grupo controle
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5 DISCUSSAO

Os principais resultados do presente estudos foram as observacfes da
participacdo da neurotransmissdo serotoninérgica e nitrinérgica no efeito tipo
ansiolitico da inalacdo O6leo essencial de lavanda. Por outro lado, a
neurotransmissdao GABA-A/benzodiazepinica parece nao participar deste efeito do
0leo essencial de lavanda. Ainda a anosmia induzida pela solucéo de gluconato de
zinco mais acetato de zinco ndo prejudicou o efeito tipo ansiolitico da inalacdo do
Oleo essencial de lavanda, sugerindo que a percepc¢ao do odor também nédo contribui
para este efeito.

O teste de esconder esferas vem sendo usado como uma boa ferramenta
para triagem de drogas com potencial efeito tipo ansiolitico (CRYAN e SWEENEY,
2011; NICOLAS et al., 2006, HAYASHI et al., 2010). Nesse teste, camundongos
cavam o cepilho e escondem inofensivas esferas de vidro, um comportamento
incondicionado, e drogas com efeito tipo ansiolitico diminuem o comportamento de
esconder esferas em doses que nao alteram a atividade locomotora (BARETTA et
al., 2012; BORSINI et al., 2002; NICOLAS et al., 2006; NJUNG’E e HANDLEY,
1991a,b). Drogas com diferentes mecanismos farmacolégicos, clinicamente usadas
para o tratamento de ansiedade, como 0s benzodiazepinicos e antidepressivos
(inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina, inibidores seletivos da recaptacéo
de serotonina e noradrenalina e antidepressivos triciclicos), apos tratamento agudo,
demonstram perfil tipo ansiolitico nesse teste, reduzindo o numero de esferas
escondidas pelos camundongos, sem causar alteracdo locomotora (ICHIMARU et
al., 1995; HAYASHI et al.,, 2010; MILLAN et al., 2001; NICOLAS et al., 2006).
Embora esse teste possa também responder a drogas antipsicéticas, as doses
necessarias para inibir o comportamento de esconder esferas também causa
prejuizo locomotor (NICOLAS et al., 2006; HAYASHI et al., 2010; UMATHE et al.,
2009).

No presente estudo, o 6leo essencial de lavanda reduziu significativamente o
comportamento de esconder esferas em concentracdo que nao alterou a atividade
locomotora no campo aberto, o que indicou um perfil tipo ansiolitico.

Apesar da boa validade preditiva do teste de esconder esferas para drogas
tipo ansioliticas (CRYAN e SWEENEY, 2011; NJUNG'E e HANDLEY, 1991a,

1991b), é recomendado o uso de mais de um modelo animal de ansiedade para
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evitar resultados falsos positivos. Considerando que o teste do labirinto em cruz
elevado € um dos modelos mais usados para o estudo de drogas com efeitos sobre
comportamentos relacionados a ansiedade, ele foi usado para confirmar o efeito tipo
ansiolitico do 6leo essencial de lavanda observado no teste de esconder esferas. De
fato, o 6leo essencial de lavanda 5% causou aumento da exploracdo dos bracos
abertos (% de tempo gasto nos bracos aberto e % de entradas nos bragos abertos),
0S quais séo considerados a parte aversiva do labirinto em cruz elevado (DALVI e
RODGERS, 1996), corroborando o comportamento tipo ansiolitico previamente
observado no teste de esconder esferas. Ndo houve alteragdo locomotora nos
camundongos tratados com 6leo essencial de lavanda 5% e submetidos ao labirinto
em cruz elevado, ja que o numero de entradas nos bracos fechados foi similar ao
grupo controle. Essa observacéo consiste com o resultado do campo aberto, o qual
também mostrou a auséncia de efeito do Oleo essencial de lavanda 5% sobre a
atividade locomotora.

Esses resultados estdo de acordo com estudos prévios que indicaram o
efeito ansiolitico do 6leo essencial de lavanda em estudos clinicos e pré-clinicos
(BRADLEY et al., 2007; KRITSIDIMA et al., 2010; LEHRNER et al., 2005; LINCK et
al., 2010; TSANG e HO, 2010). Entretanto, seu mecanismo farmacoldgico ainda néao
foi completamente entendido.

Nessa linha, o presente estudo avaliou o possivel envolvimento dos
sistemas GABAEérgico, serotoninérgico e nitrinérgico no mecanismo de acéo
farmacoldégico do efeito tipo ansiolitico do 6leo essencial de lavanda.

Levando em consideracdo que o padrdao comportamental observado nos
camundongos tratados com 06leo essencial de lavanda, submetidos ao teste do
labirinto em cruz elevado, foi similar ao padrdo observado em roedores tratados com
benzodiazepinicos (DALVI e RODGERS, 1996), e que trabalhos anteriores
sugeriram uma mediacdo do sistema GABAérgico na modulacdo do efeito tipo
ansiolitico do 6leo essencial de lavanda (AOSHIMA e HAMAMOTO, 1999; TSANG e
HO, 2010; WORONUK et al., 2011), se tornou relevante tentar identificar o papel
dessa via de sinalizacéo.

Em modelos animais de ansiedade, drogas benzodiazepinicas, como o
diazepam, sdo usadas como ferramentas farmacologicas de validacdo (p.ex.
ALMEIDA et al., 2004; CRYAN e SWEENEY, 2011; NICOLAS et al., 2006; LISTER,

1987), e antagonistas GABA-A (como a picrotoxina ou a bicuculina) e antagonistas
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benzodiazepinicos (como flumazenil) sdo usados para avaliar a mediagédo
GABA/BZD de drogas com efeito tipo ansiolitico (p.ex. BARETTA et al., 2012;
DOMBROWSKI et al., 2006; DUARTE et al., 2008).

No presente trabalho, com o propdésito de investigar o envolvimento da via
GABAérgica, camundongos foram tratados com picrotoxina, um antagonista GABA-
A, com uma dose silenciosa (ou seja, que isoladamente n&o altera o comportamento
de esconder esferas ou a locomocé&o) que bloqueou o efeito ansiolitico do diazepam.
Esse fato foi observado no teste de esconder esferas, jA que o grupo de
camundongos que recebeu a combinacdo de picrotoxina e diazepam teve o
comportamento de esconder esferas semelhante ao grupo controle. Por outro lado, o
pré-tratamento com picrotoxina ndo interferiu no efeito tipo ansiolitico do Oleo
essencial de lavanda. Esse resultado estd de acordo com o resultado negativo do
ensaio de binding benzodiazepinico, o qual mostrou que o 6leo essencial de lavanda
ndo competiu com o flunitrazepam pelo sitio de ligacdo benzodiazepinico do
receptor GABA-A. Ainda, esses resultados corroboram com a observacao de que o
linalol ndo apresentou efeito sobre a ligagcdo do [*H]muscimol (agonista GABA-A) em
membranas corticais de camundongo (SILVA BRUM et al., 2001a), e também é
coerente com a observacdo de que a inalacdo do 6leo essencial de lavanda e a
administracd@o intraperitoneal de clordiazepoxido provocaram reversdo do aumento
da expressao de c-fos provocada pelo campo aberto em poucas regiées encefalicas
coincidentes (SHAW et al., 2011). Portanto, o presente estudo sugere que o efeito
tipo ansiolitico exercido pelo 6leo essencial de lavanda provavelmente ndo envolva
uma mediacao do receptor GABA-A/BZD.

A serotonina € outro neurotransmissor frequentemente associado com
ansiedade e drogas ansioliticas. O sistema serotoninérgico possui uma grande
variedade de receptores, dentre eles, o receptor 5-HT1A tem sido o mais
relacionado com a modulacdo de comportamentos relacionados a ansiedade
(AKIMOVA et al., 2010). Seu importante papel na ansiedade tem sido demonstrado
pela buspirona, um agonista parcial 5-HT1A, que é clinicamente efetivo no
tratamento do transtorno de ansiedade generalizada (KOEN e STEIN, 2011). Além
disso, estudos pré-clinicos tem demonstrado que agonistas 5-HT1A exibiram efeito
tipo ansiolitico em modelos animais, enquanto que antagonistas 5-HT1A bloquearam
o efeito tipo ansiolitico de algumas drogas, como o canabidiol (AKIMOVA et al.,
2010; CAMPOS e GUIMARAES, 2008). O receptor 5-HT1A é um receptor inibitorio
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(inibicdo da adenilato ciclase e abertura de canal de K*) que pode ser localizado nas
terminagcfes das inervagfes serotoninérgicas, poés-sinapticamente, principalmente
nas regides limbicas e corticais, mas também €& encontrado pré-sinapticamente, em
alta densidade, nos corpos dos neurbnios serotoninérgicos, na regidao do nucleo
medial e dorsal da rafe. No ultimo caso, o receptor 5-HT1A atua como autorreceptor
inibitério, modulando a atividade dos neurbnios serotoninérgicos através de uma
retroalimentagéo negativa (AKIMOVA et al.,, 2010; OHNO, 2010). Nessa linha, o
presente trabalho também avaliou o envolvimento dessa via de transmissao
serotoninérgica no mecanismo do efeito tipo ansiolitico do Oleo essencial de
lavanda.

Também foi observado que assim como a inalacdo do Oleo essencial de
lavanda, a administracdo sistémica de 8-OH-DPAT, um agonista 5-HT1A, reduziu o
namero de esferas escondidas em doses que ndo afetaram a atividade locomotora
dos animais. Ainda, a mesma dose silenciosa de WAY100635 foi capaz de reverter o
efeito tipo ansiolitico do 6leo essencial de lavanda e do 8-OH-DPAT no teste de
esconder esferas. Esses resultados reafirmam o importante papel dos receptores 5-
HT1A no bloqueio do comportamento de esconder esferas, como sugerido pela
inibicdo do efeito tipo ansiolitico da fluvoxamina, paroxetina, canabidiol e 8-OH-
DPAT por antagonistas 5-HT1A (CAMPOS e GUIMARAES, 2008; CASAROTTO et
al., 2010; EGASHIRA et al., 2008; ICHIMARU et al., 1995; MATSUHITA et al., 2005).

Nesse contexto, o resultado observado da reducdo da sindrome
serotoninérgica pela inalagdo do 6leo essencial de lavanda poderia estar relacionado
a ativacdo do receptor 5-HT1A pré-sinaptico, o qual exerce atividade de auto
receptor inibitério, visto que a participacdo do agonista 5-HT1A, 8-OH-DPAT, no
aumento da sindrome serotoninérgica tem sido relacionada a sua atuacado nos
receptores pés-sinapticos (FOX et al., 2008). Outra possibilidade seria uma atividade
agonista parcial nos receptores 5-HT1A.

Logo, esses resultados sugerem que o efeito tipo ansiolitico do 6leo
essencial de lavanda no comportamento de esconder esferas pode estar relacionado
a neurotransmissao serotoninérgica, provavelmente pela mediacdo do receptor 5-
HT1A.

Entretanto, o efeito ansiolitico da ativacdo dos receptores 5-HT1A poderia
estar relacionado a supresséo na sintese de éxido nitrico (NO) no encéfalo (DHIR e
KULKARNI, 2011). Zhang et al. (2010), demonstraram que o receptor 5-HT1A
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modula a expressdo da NOS neuronial (nNOS) hipocampal, ja que 8-OH-DPAT
(agonista 5-HT1A) apresentou uma regulacdo negativa na expressdo da nNOS no
hipocampo, enquanto que o antagonista 5-HT1A, NAN-190, aumentou a expressao
da nNOS no hipocampo, e o seu efeito ansiogénico, obsevado no teste de neofobia
alimentar, foi revertido pela administracéo de 7-NI (inibidor da NOS neuronial).

Ainda, Harkin et al. (2003), sugeriram uma interacdo entre NO e 5-HT, ja
que a deplecdo de 5-HT reverteu o efeito tipo antidepressivo de inibidores da NOS
testados na natacdo forcada. Além disso, Zhang et al. (2010), também
demonstraram que o tratamento com fluoxetina (inibidor seletivo da recaptacao de 5-
HT) diminuiu a expressédo da nNOS no hipocampo.

O o6xido nitrico € um gas instavel produzido a partir do aminoacido L-arginina
(L-arg) pelas familias das enzimas chamadas 6xido nitrico sintases (NOS). Dentre as
isoformas de NOS, a principal encontrada nas células neuroniais do encéfalo é a
NOS neuronial, a qual é wuma isoforma constitutiva, dependente de
calcio/calmodulina, que necessita do fosfato de dinucledtido de nicotinamida e
adenina (NADPH) e Ca?" como cofatores (CALABRESE et al., 2007; DHIR e
KULKARNI, 2011; ESPLUGUES, 2002).

Tem sido relatada a participacdo da neurotransmissdo nitrinérgica na
regulacdo de comportamentos como a ansiedade (KRASS et al., 2010; VOLKE et
al., 1995, 1997; YILDIZ et al., 2000; BARETTA et al., 2001; SPOLIDORIO et al.,
2007; SPIACCI et al., 2008; UMATHE et al., 2009) e a depressao (HARKIN et al.,
1999; VOLKE et al., 2003; SPIACCI et al., 2008).

NO tem sido relacionado com a modulacdo de neurotransmissores como
serotonina e glutamato (ESPLUGUES, 2002; CALABRESE et al., 2007; PEREIRA et
al.,, 2011). A L-arginina, precursora do NO, tem sido usada para avaliar a mediacao
nitrinérgica no efeito de drogas. Por exemplo, foi demonstrado que a L-arg reverteu
o efeito tipo ansiolitico de antidepressivos no teste de esconder esferas (KRASS et
al., 2010; UMATHE et al., 2009).

O teste de esconder esferas, além de ser sensivel a benzodiazepinicos e
antidepressivos inibidores da recaptacdo de serotonina (NJUNG'E e HANDLEY,
1991b; NICOLAS et al.,, 2006; CRYAN e SWEENEY 2011), também é sensivel a
drogas nitrinérgicas, visto que inibidores da NOS (p.ex. 7-NI, um inibidor
relativamente seletivo para a NOS neuronial) induziu um efeito tipo ansiolitico nesse
teste (UMATHE et al., 2009; KRASS et al., 2009). Alem disso, o pré-tratamento com
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L-arginina, o precursor do NO, bloqueou o efeito de redugdo no comportamento de
esconder esferas de antidepressivos inibidores da recaptacdo de serotonina (p.ex.
citalopram, paroxetina), indicando uma mediacdo nitrinérgica no efeito dessas
drogas (UMATHE et al., 2009; KRASS et al., 2010).

No presente estudo, o pré-tratamento com L-arginina, em dose que nao
interferiu com o comportamento de esconder esferas, preveniu o efeito tipo
ansiolitico do 6leo essencial de lavanda nesse teste.

O inibidor da NOS neuronial, 7-NI, que apresenta efeito tipo ansiolitico em
modelos animais (YILDIZ et al., 2000; VOLKE et al., 1997; SPOLIDORIO et al.,
2007), em doses entre 20-40 mg/kg reduziu o niumero de esferas escondidas sem
causar alteracdo locomotora (UMATHE et al., 2009). No presente trabalho, quando
10 mg/kg de 7-NI e 0,1% de O6leo essencial de lavanda foram administrados
separadamente, ndo foi observada alteracdo no comportamento de esconder
esferas, mas a administracdo em combinagédo dessas doses nao efetivas de 7-NI e
Oleo essencial de lavanda resultou em inibicdo do comportamento de esconder
esferas. Isso parece indicar uma potencializacdo do efeito tipo ansiolitico do 6leo
essencial de lavanda pelo 7-NI.

De uma maneira geral, esses resultados sugerem a participacdo da via
nitrinérgica no efeito do 6leo essencial de lavanda. Esse resultado é corroborado
pela observacdo de que o linalol inibiu a formacdo de NO em macrofagos
estimulados por lipopolissacarideos (PEANA et al., 2005).

A histoquimica para atividade da NADPH-d pode ser usada para identificar
0S neurdnios que contém NO sintase. Estudos demonstraram colocalizagcdo de
neurénios positivos para NADPH-d e NOS neuronial, sendo assim, a ativacdo de
NADPH pode estar relacionada a atividade da NOS neuronial (MATSUMOTO et al.,
1993; ESPLUGUES, 2002; OKERE e WATERHOUSE 2006).

No presente estudo essa técnica foi aplicada para as regides do nucleo
dorsal da rafe (NDR) e da matéria cinzenta periaguedutal (MCP). Essas estruturas
foram selecionadas por exercerem modulacdo sobre a ansiedade (GRAEFF e
ZANGROSSI, 2010; MARTIN et al., 2010). A regidao da rafe apresenta a maior
concentracdo dos corpos dos neurdnios serotoninérgicos no enceéfalo, logo, a maior
concentracdo dos receptores 5-HT1A pré-sinapticos (MARTIN et al., 2010), ainda,
neurdnios no NDR apresentam colocalizacao para 5-HT e NOS neuronial (WANG et

al., 1995). Segundo a teoria do papel dual da serotonina sobre a ansiedade, a
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ativacdo de receptores serotoninérgicos na MCP causaria uma inibicdo da resposta
defensiva ao um perigo proximo, que estaria relacionada a inibicAo do pénico,
engquanto que a ativacdo de receptores serotoninérgicos no cortex pré-frontal e na
amigdala facilitaria a resposta defensiva a uma ameaca distante, relacionada ao
aumento da ansiedade (GRAEFF, 2002; GRAEFF e ZANGROSSI, 2010).

Além disso, estudos demonstraram a presenca de NADPH e NOS neuronial
em neurénios do nucleo dorsal da rafe, assim como colocalizacdo da nNOS e da 5-
HT, sugerindo a participacdo do NO na funcdo do NDR e da serotonina sobre
comportamentos, como por exemplo, ansiedade, estresse e medo (WANG et al.,
1995; GRAHN et al., 2000; VASUDEVA et al., 2011). Observacbées semelhantes
foram feitas em estudos anteriores que demonstraram que inibidores da NOS
neuronial administrados na regido da matéria cinzenta periaquedutal apresentaram
efeito ansiolitico em testes comportamentais (CALIXTO et al., 2008; TONETTO et
al., 2009), e que ratos que passaram pelo estresse de contencdo apresentam maior
namero de células positivas para NADPH-d na regido da MCP dorsolateral quando
comparados aos animais que ndo passaram pela situacdo aguda de estresse
(SMALLS e OKERE, 2012).

Pelos resultados comportamentais, indicando a influéncia da L-arg e do 7-NI
sobre o efeito do 6leo essencial de lavanda, era esperado que a marcacdo do
NADPH-d fosse diminuida, porém ndo houve diferenca entre os grupos controle e
0leo essencial de lavanda 5%. Isso pode ser devido ao fato de que essa técnica néo
marca a totalidade de NADPH-d ativa presente no tecido, pois o0 processo de fixagao
dos tecidos acaba por inibir a ativacdo de parte da NADPH-d (MATSUMOTO et al.,
1993; NH et al., 1999). Sendo assim, essa técnica ndo € sensivel a pequenas
variacbes ou pequena quantidade de NOS neuronial, visto que Ng et al. (1999)
demonstraram auséncia da marcacdo para NADPH-d na regido do nucleo arcuato
do hipotdlamo em ratos, onde a marcacdo de imunohistoquimica para NOS foi
positiva, sendo que esse autores sugerem que a histoquimica para NADPH-d ndo
deve ser considerada uma marcacdo absoluta para a presenca de NOS neuronial.
Ainda, trabalhos anteriores demonstraram aumento da marcacgéo para NADPH-d em
ratos submetidos ao estresse induzido por contencdo (JOUNG et al., 2012), porém,
ndo foi observada alteragcdo apoOs exposicdo dos animais ao labirinto em cruz
elevado (BEIJAMINI e GUIMARAES, 2006). Além disso, outras estruturas cerebrais



75

podem estar envolvidas, alem do nucleo dorsal da rafe e da matéria cinzenta
periaguedutal, analisadas no presente trabalho.

Nesse contexto, € possivel que os resultados observados nos testes
comportamentais sejam devidos a uma reducdo na producdo de NO que néo foi
suficientemente intensa para ser obsevada pela histoquimica do NADPH-d, porém
suficiente para causar um efeito tipo ansiolitico, ja que o NO é um gas que se
difunde de maneira rapida pelos tecidos, uma pequena alteracdo em uma regiao
pode atingir varios neurdnios adjacentes. Ou ainda, o mecanismo de acdo do 0leo
essencial de lavanda pode estar relacionado a via nitrinérgica sem necessariamente
causar uma reducéo direta da NOS cerebral (ZHOU e ZHU, 2009). Foi relatado por
Joung et al. (2012), que ambos inibidores da NO sintase, 7-NI e L-NAME, reduziram
o comportamento de ansiedade em ratos submetidos a contencéo fisica e exposi¢ao
ao labirinto em cruz elevado, mas apenas o 7-NI apresentou reducdo no nimero de
células positivas para NADPH-d, sugerindo que esses dois inibidores da NOS
possam atuar por mecanismos diferentes sobre a ansiedade.

Por outro lado, observando a modulacdo do efeito ansiolitico do Oleo
essencial de lavanda pelo receptor 5-HT1A e pelo NO, no presente estudo,
poderiamos ainda inferir que a lavanda ndo esteja diretamente atuando sobre essas
duas vias, mas que o receptor 5-HT1A e o NO estejam modulando uma outra via
gue participe da acdo do 6leo essencial de lavanda.

Foi relatado por Zhang et al. (2010) que a serotonina, agindo via receptor 5-
HT1A, inibe a expressdo da NOS neuronial no hipocampo, e Jahanshahi et al.
(2010) demonstraram que ratos tratados com buspirona (agonista parcial 5-HT1A)
apresentaram reducédo da NOS neuronial na regido do nucleo dorsal da rafe.

Wegener et al. (2003) mostraram que antidepressivos serotoninérgicos
diminuem a atividade da NOS hipocampal in vivo e in vitro, e eles sugerem gue esse
efeito possa ocorrer pela inibicdo do receptor glutamatérgico NMDA. O receptor
NMDA é um dos receptores ionotrépicos do glutamato, que quanto ativado permite a
entrada de Na* e Ca** nas células, assim como causa aumento da atividade da NOS
neuronial, levando a um aumento da producdo de NO a partir da L-arginina
(ESPLUGUES, 2002; WANG et al., 2012). Estudos tem demonstrado que o aumento
de NO, pela administracdo de L-arg ou um doador de NO, pode provocar uma

modulacéo inibitoria sobre os receptores NMDA, e que esse mecanismo regulatorio
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preveniria uma super ativacdo do receptor NMDA (CHOI et al., 2000; WANG et al.,
2012).

Visto que a reducdo da transmissao glutamatérgica pode induzir um efeito
tipo ansiolitico (ESPLUGUES, 2002; WANG et al., 2012), essa via de transmisséo
poderia estar envolvida no efeito tipo ansiolitico do 6leo essencial de lavanda. Nesta
linha, foi demonstrado que o linalol, principal constituinte do 6leo essencial de
lavanda, blogueou os receptores NMDA (ELISABETSKY et al.,, 1995). Ainda,
Wegener et al. (2003) sugeriu que a inibicdo do receptor NMDA pode contribuir para
a interacdo entre a serotonina e o NO no hipocampo.

Ainda, sabe-se que a principal acdo do receptor 5-HT1A pré-sinaptico € a
abertura de canais de K*, o que leva a hiperpolarizacéo neuronial, e que o NO afeta
positivamente a atividade elétrica de neurdnios pela modulacdo de canais ibnicos
(ARTINIAN et al., 2010; POTGIETER et al., 2010; STEINERT et al.,, 2011). Foi
observado por Artinian et al. (2012) que o inibidor da NOS, 7-NI, potencializou a
abertura dos canais de K* e regulou negativamente a abertura dos canais de Na* e
Ca®*, causando hiperpolarizagéo de neurdnios em cultivo celular.

O mecanismo de acao conhecido da pregabalina, usada na clinica para o
tratamento do transtorno de ansiedade generalizada, é resultante da sua ligacdo aos
canais de Ca* voltagem dependente, inibindo a entrada de Ca®', reduzindo a
atividade neuronial (LOTARSKI et al., 2011). Sendo assim, o efeito do 6leo essencial
de lavanda ainda poderia ndo estar diretamente relacionado ao receptor 5-HT1A ou
ao NO, mas ser devido a uma acao sobre o potencial elétrico da membrana
neuronial. Além disso, o receptor NMDA também sofre influéncia do potencial de
membrana, uma vez que sua abertura € dificultada pela hiperpolarizacdo da
membrana, o que dificulta que o Mg?*, que bloqueia o canal, seja removido (WANG
et al., 2012)

Em relagdo ao envolvimento do sistema olfatério, observamos que a
anosmia ndo prejudicou o efeito tipo ansiolitico da inalacdo do 6leo essencial de
lavanda. Além disso, o resultado negativo da inalagdo do acetato de amila, que foi
usado como odor controle no teste de esconder esferas, sugere que o efeito tipo
ansiolitico do Oleo essencial de lavanda nao foi devido a um efeito inespecifico do
odor (em contraste com a condicdo sem odor), mas devido a um efeito especifico de
componentes presentes nos 6leos essenciais aromaticos, ja que 6leos essenciais de

rosa, limao, laranja e lavanda séo citados na literatura por seu potencial efeito tipo
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ansiolitico (e.g. ALMEIDA et al., 2004; CARVALHO-FREITAS e COSTA, 2002;
FATURI et al., 2012; KOMIYA et al., 2006; MOSS et al., 2003; SHAW et al., 2007).

Como citado na introducéo, a absorcdo de Oleos essenciais, quando usados
por via inalatéria, poderia decorrer da absorcdo dos principios ativos pela mucosa
pulmonar, ou entdo via sistema olfatério, para chegar ao SNC. Nestas duas
situacdes, o efeito do 6leo essencial de lavanda decorreria de sua acdo direta no
SNC. Outra possibilidade seria que o efeito tipo ansiolitico do dleo essencial de
lavanda poderia ocorrer pela ativacdo das terminacdes nervosas olfativas, ja que
essas terminagcbes presentes na cavidade nasal se conectam com o SNC e a
percepcdo de odores esta relacionada ao processamento de emoc¢des (ALMEIDA et
al., 2004; FATURI et al., 2010; KAGAWA et al., 2003; SOUDRY et al., 2011). Na
avaliacdo da participacdo da ativacdo do sistema olfatério no efeito ansiolitico da
inalacdo do 6leo essencial de lavanda, a condicdo de anosmia foi induzida em
camundongos pela administracéo intranasal da solucéo de zinco (gluconato de zinco
e acetato de zinco), que prejudicou a discriminacdo olfatoria, indicando perda do
sentido do olfato nos camundongos. Essa condicdo foi observada por até 26 dias
apés o tratamento. Esse resultado corrobora com estudos anteriores que também
mostraram que a administracao intranasal de zinco causa anosmia (LIM et al., 2009;
McBRIDE et al.,, 2003; SLOTNICK et al., 2007). Além disso, foi observado que a
irrigacdo intranasal com a solucéo de zinco ndo interferiu com o comportamento de
esconder esferas ou com a atividade locomotora dos camundongos, 7 dias ap0s o
tratamento. A inalacdo do 6leo essencial de lavanda também nao prejudicou a
atividade locomotora dos camundongos.

Estudos tém relatado que a administracdo intranasal de sulfato de zinco ou
gluconato de zinco pode causar dano no tecido nasal de humanos e de roedores,
levando a uma significativa disfungé@o de olfato, o qual pode permanecer por longo
tempo, ou mesmo ser irreversivel (ALEXANDER e DAVIDSON, 2006; JAFEK et al.,
2004; McBRIDE et al., 2003; SLOTNICK et al., 2007, 2010). A perda de olfato
causada pelo zinco resultaria de um rompimento das conexdes funcionais do epitélio
olfatério para o bulbo olfatério (LIM et al., 2009; McBRIDE et al., 2003; SLOTNICK et
al., 2010).

A condicdo de anosmia em camundongos, detectada por testes

comportamentais, pode permanecer por 60 dias apo0s a irrigacdo nasal com a
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solucdo de gluconato de zinco mais acetato de zinco (LIM et al., 2009) ou
permanecer por 30 dias apos o uso de sulfato de zinco (McBRIDE et al., 2003).

Além disso, Lim et al. (2009) relataram, apds andlise histolégica, perda
completa ou quase completa do epitélio e da submucosa 2 meses apoés o tratamento
com a solucéo de gluconato de zinco mais acetato de zinco.

No presente estudo, demonstramos que a anosmia perdurou por pelo menos
26 dias, ja que nao foram realizados testes ap0s esse periodo. Levando isso em
consideracdo, no presente estudo, os camundongos tiveram uma semana de
intervalo entre a administragcdo da solucdo de zinco e a realizacdo dos testes
comportamentais, para tentar prevenir que o protocolo de administragcéo intranasal
interferisse nos testes comportamentais e permitisse que a anosmia estivesse
presente. Considerando que alteracao locomotora pode alterar o comportamento de
esconder esferas, ressaltamos que a anosmia ou a administragcdo da solugéo de
zinco n&o alteraram a locomogé&o no campo aberto.

Observamos que a inducdo de anosmia nao interferiu com o efeito tipo
ansiolitico oleo essencial de lavanda. Esse resultado esta de acordo com o trabalho
Kagawa et al. (2003), que verificaram que a anosmia por sulfato de zinco néo
interferiu no efeito da inalacéo de cedrol (principal componente do 6leo de cedro), no
tempo de sono induzido por pentobarbital. Entretanto, neste mesmo estudo, 0s
autores observaram que a anosmia prejudicou o efeito sedativo da inalacdo de uma
mistura de 6leo de lavanda e camomila romana. Assim, no presente estudo, 0s
compostos volateis do 6leo essencial de lavanda podem ter exercido efeito tipo
ansiolitico através de absorcao pela mucosa pulmonar, o que levou 0s compostos
ativos para a circulacdo sistémica e, consequentemente, para o SNC. Portanto, a
ativacdo olfativa parece ndo ser necessaria para o efeito tipo ansiolitico do 6leo
essencial de lavanda.

A vantagem do uso de o6leos essenciais pela via inalatoria € que podem
exercer seu efeito sobre varios individuos ao mesmo tempo, como relatado por
Diego et al. (1998), Lehrner et al. (2005) e Kiritsidima et al. (2010) os quais
observaram efeito ansiolitico da inalacdo do 6leo de lavanda em pacientes. Por
outro lado, nesse procedimento de administracéo, € dificil controlar a dose entregue

a cada individuo.
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6 CONCLUSAO

A inalacdo do oleo essencial de lavanda demonstrou ter um perfil tipo ansiolitico
no teste de esconder esferas e no labirinto em cruz elevado, em concentragao

qgue néo induziu alteracéo na atividade locomotora, em camundongos.

A via de transmissdo GABA-A/benzodiazepinica parece ndo estar envolvida no

mecanismo de acdo do 6leo essencial de lavanda.

A neurotransmissao serotoninérgica, provavelmente através do receptor 5-HT1A,
parece participar no mecanismo farmacolégico pelo qual o 6leo essencial de

lavanda exerce seu efeito.

A neurotransmissdo nitrinérgica também parece contribuir para o efeito tipo

ansiolitico do 6leo essencial de lavanda.

A percepcao do aroma do 6leo essencial de lavanda, quando inalado, parece ndo
ser necessaria para obtencéo do seu efeito tipo ansiolitico.
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CEEA, estabelecidas pela RESOLUCAO N° 01/03-BL, de 09 de maio de 2003 e
considerando o contido no Regimento Interno do CEEA, CERTIFICA que os
procedimentos utilizando animais no projeto de pesquisa abaixo especificado, estido de
acordo com os principios éticos estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo
Animal (COBEA) e exigéncias estabelecidas em “Guide for the Care and Use of
Experimental Animals (Canadian Council on Animal Care)”.

CERTIFICATION

The Ethics Animal Experiment Committee of the Setor de Ciéncias Biologicas of
the Federal University of Parana, established by the DECREE N° 787/03-BL on June 11th
2003, based upon the RESOLUTION N° 01/03-BL from May 9th 2003, and upon the
CEEA internal regiment, CERTIFIES that the procedures using animals in the research
project specified below are in agreement with the ethical principals established by the
Experimental Animal Brazilian Council (COBEA), and with the requirements of the “Guide
for the Care and Use of Experimental Animals (Canadian Council on Animal Care)”.
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