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Resumo

Resumo

A depressdo e as desordens de ansiedade sao distarbios psiquiatricos de alta prevaléncia, cuja
falta ou o tratamento inadequado acarretam um impacto negativo expressivo na vida social,
fisica e mental do individuo. Historicamente, depressdo e ansiedade sdo clinicamente
consideradas desordens separadas e distintas, predominantemente devido aos diferentes
tratamentos utilizados, usualmente os antidepressivos triciclicos e o0s benzodiazepinicos,
respectivamente. Entretanto, muitos estudos clinicos tém demonstrado uma grande
sobreposicdo entre esses dois estados e varios antidepressivos sdo também utilizados no
tratamento da ansiedade. Porém, mesmo com o arsenal terapéutico disponivel, muitos
portadores destes transtornos ndo respondem ao tratamento, a terapéutica efetiva leva algumas
semanas para manifestar seus efeitos e estes sdo muitas vezes acompanhados por efeitos
adversos. Neste contexto, as plantas medicinais desempenham um importante papel na busca
de novos compostos, mais eficazes e seguros para o tratamento dessas desordens. O objetivo
deste trabalho foi investigar a atividade do dleo essencial obtido da espécie Rosmarinus
officinalis L. em modelos experimentais classicos de depressdo (Teste do Nado Forgado),
transtorno de ansiedade generalizada (Labirinto em Cruz Elevado) e Transtorno obsessivo
compulsivo (Teste de Esconder Esferas). Os resultados sdo promissores, pois o 6leo essencial
demonstrou ser ativo na dose de 500 mg/kg no Teste do Nado Forcado e no Teste de
Esconder Esferas, sem apresentar indicios de alteracdes sobre o sistema motor no Teste da
Barra Giratoria. Ndo foi observada atividade no modelo de ansiedade generalizada. O
conjunto de resultados sugere a presenca de efeito compativel com atividade sobre a
depressdo e sobre o transtorno obsessivo compulsivo. A continuidade deste estudo objetivara
0 esclarecimento do mecanismo de acdo, de parametros farmacocinéticos e da toxicidade do

0leo essencial de Rosmarinus officinalis L.
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Abstract

Abstract

Depression and anxiety are psychiatric disorders of high prevalence. Lack or inappropriate
treatment has a significant negative impact on person’s social and physical life as well as on
mental well-being. Historically, depression and anxiety were considered separated and
distinct disorders in the medical concept, due to different approaches usually used for their
treatment, such as tricyclic antidepressants and benzodiazepines, respectively. However,
many clinical studies have shown a great overlapping between these two states and many
antidepressants are also used for the treatment of anxiety. Although a wide range of
therapeutic drugs is available, many patients do not respond to the antidepressant treatment.
Some weeks are required for an effective therapeutic response and treatment effects are
usually accompanied by unwanted side-effects. Thus, attempts in order to find new, more
effective and safe treatment options are necessary. In this perspective, medicinal plants play
an important role on the research of new drugs for treatment of these disorders. The objective
of this paper was to evaluate the effect of essential oil obtained from Rosmarinus officinalis L.
in classical experimental models of depression (Forced Swimming Test), generalized anxiety
disorder (Elevated Plus Maze) and obsessive-compulsive disorder (Marble Burying Test). Our
results are promising, such essential oil was active at 500 mg/kg in the Forced Swimming
Test and in the Marble Burying Test, without impairment upon the motor system, evaluated in
the Rota-rod Test. There was no observed activity in the experimental procedure to
generalized anxiety. Data analysis suggests the presence of depression and obsessive-
compulsive disorder-like effects. The continuity of this study will intend the elucidation of
action mechanisms, pharmacokinetic parameters and toxicity of essential oil form Rosmarinus

officinalis L.
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Introdugéo

I. Introducéo:

O transtorno depressivo € uma doenca comum, associada a sintomas severos e
amplamente distribuida na populacdo (KESSLER et al., 2003). A depressdo é uma das
doencas neuropsiquiatricas mais freqlientes no mundo ocidental, com estimativas prevalentes
de aproximadamente 21% da populacdo geral em paises desenvolvidos (WONG & LICINIO,
2001). ProjecBes indicam que esta serd a primeira causa de incapacitacdo na populacéo
mundial em 2030, pois atualmente, ocupa o terceiro lugar, atras apenas das infeccdes das vias
aéreas inferiores e da diarréia (DEMYTTENAERE et al., 2004). Numerosos estudos
demonstram que sintomas de ansiedade séo freqlientes em pacientes depressivos e, em geral,
quando isso ocorre estdo relacionados a um pior prognostico (CLAYTON et al., 1991;
ZIMMERMAN et al., 2000; KESSLER & GREENBERG, 2002 ).

Nos Ultimos anos, a depressdo tornou-se prioridade para a saude publica,
devido sua alta prevaléncia e as suas consequéncias como morbidade, mortalidade, custos
sociais e econdmicos (VALLADARES et al., 2009). Nos Estados Unidos, o total gasto com o
tratamento da depressdo foi de aproximadamente de US$ 83,1 bilhdes em 2000
(GREENBERG et al., 2003), e que a quantia de US$ 42,3 bilhdes foram gastos em 1990 com
as desordens de ansiedade (GREENBERG et al., 1999).

Historicamente, ansiedade e depressdo sdo consideradas na clinica desordens
separadas e distintas, predominantemente devido aos diferentes tratamentos utilizados para
essas desordens, usualmente os antidepressivos triciclicos e os benzodiazepinicos. Entretanto,
muitos estudos clinicos tém demonstrado uma grande sobreposicdo entre esses dois estados
(ANDREATINI & BACELLAR, 1999; CRYAN & HOLMES, 2005).

A depressdo € biolégica e geneticamente uma desordem heterogénea
caracterizada por alteracbes do humor geralmente acompanhadas de sintomas cognitivos,

comportamentais e somaticos (CRYAN & HOLMES, 2005). Queixas de ansiedade,
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irritabilidade, preocupacdo, desinteresse ou perda da capacidade de sentir prazer nas
atividades habituais, bem como sentimentos de culpa e baixa auto-estima se fazem entre os
principais sintomas dos transtornos depressivos (GUERRA & CALIL, 2004). O quadro é
geralmente acompanhado de alteracGes fisicas como perda de peso, amenorréia, perda do
interesse sexual e disturbios do sono (JESBERGER & RICHARDSON, 1985; MILLAN,
2006). Além disso, os indices de suicidio sdo cerca de vinte vezes maiores em pacientes
deprimidos quando comparados a populacgdo geral (HARRIS & BARRACLOUGH, 1998).

J& a ansiedade é caracterizada pela presenca do medo persistente, excessivo e
irracional. As desordens de ansiedade sdo classificadas, segundo o DSM-IV (Manual de
Estatistica e Diagnostico das Desordens Mentais), em desordens de ansiedade generalizada,
disturbio do panico, fobia especifica, fobia social, transtorno obsessivo compulsivo e
desordem do estresse pos-traumatico. Essas desordens sdo diferenciadas devido a natureza
dos sintomas envolvidos (American Psychiatric Association, 1994 apud CRYAN & HOLMES,
2005).

Dentre as desordens de ansiedade, o transtorno obsessivo compulsivo
apresenta-se como uma desordem extremamente complexa que envolve diversas
manifestagbes neurolodgicas, incluindo sintomas neuropsicologicos, tais como, déficit
cognitivo e ndo-cognitivo, estereotipia e sintomas proeminentes de ansiedade (KORFF &
HARVEY, 2006).

Uma série de teorias psicoldgicas e bioldgicas foram desenvolvidas para se
entender o substrato neuroquimico na etiologia da depressdo. A hipGtese que sugere que 0
déficit funcional de um ou mais sistemas de neurotransmissores (noradrenalina, dopamina e
serotonina) em certas sinapses envolve o processo patolégico da depressdo tem sido de grande
interesse e investigacdo (JESBERGER & RICHARDSON, 1985; BERTON & NESTLER,

2006).
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Como conseqiiéncia, a depressdo tem seu tratamento fundamentado no
aumento da disponibilidade de serotonina ou noradrenalina, mecanismo comum as principais
drogas disponiveis para a terapéutica, como os inibidores da monoamina-oxidase e 0s
antidepressivos triciclicos. Um grupo de drogas mais recentemente disponibilizado é o dos
inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina, que atuam com menor intensidade sobre as
outras monoaminas, inclusive a noradrenalina (TAYLOR et al., 2005). Este grupo de drogas
apresenta eficicia razoavel e um indice de efeito adverso relativamente baixo. Porém, isso ndo
ocorre com os inibidores da monoamina-oxidase e os antidepressivos triciclicos, que embora
efetivos, sdo associados a efeitos colaterais cardiacos, anticolinérgicos e hipotensivos, bem
como potencial para severa toxicidade (HALFIN, 2007).

Vaérias classes de antidepressivos, principalmente os inibidores seletivos da
recaptacdo de serotonina, desempenham um importante papel no tratamento das desordens de
ansiedade (BALLENGER, 2000, ARGYROPQOULOS et al., 2000). No transtorno obsessivo
compulsivo, 0s antidepressivos que aumentam a transmissdo serotonérgica, sejam eles
seletivos ou ndo, apresentam uma excelente resposta, enquanto 0s que agem
preferencialmente sobre a noradrenalina sdo pouco ou nada eficazes (BLIER & MONTIGNY,
1999; MARQUES, 2001; KORFF et al., 2006 ).

Entretanto, mesmo com a existéncia de multiplas classes farmacoldgicas,
menos de 50% dos pacientes apresentam remissdo total apds o tratamento inicial da
depressao, a terapéutica efetiva leva algumas semanas para manifestar seus efeitos e estes sdo
muitas vezes acompanhados por efeitos ndo desejados (WONG & LICINIO, 2004; TAYLOR
et al., 2005; BERTON & NESTLER, 2006; HALFIN, 2007).

Parametros como seguranca da droga, efeitos colaterais, tolerabilidade e
potencial para interacdo entre drogas devem ser levados em consideracdo, pelo fato dessas

variaveis afetarem a aderéncia ao tratamento (HALFIN, 2007). Estes aspectos endossam a
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procura de novas moléculas com o objetivo de aumentar a eficacia e a seguranca e/ou reduzir
os efeitos adversos e a laténcia para o efeito antidepressivo.

Para esta finalidade destaca-se a pesquisa com produtos naturais que ainda
guarda grande potencial para fornecer compostos ativos sobre o Sistema Nervoso Central.
Atualmente, o uso de plantas medicinais na terapéutica tem ganhado crescente aceitacéo tanto
por profissionais médicos, como por pacientes (CARLINI, 2003). A busca de novas terapias
farmacologicas a partir de plantas medicinais para doencas psiquiatricas tem progredido
significantemente na ultima década. Isto é refletido num grande nimero de preparacfes de
plantas para as quais o potencial psicoterapéutico tem sido avaliado em uma variedade de
modelos animais (ZHANG, 2004).

Dentre as espécies de plantas estudadas para depressdo, destaca-se 0
Hypericum perforatum L. A eficacia desta espécie foi avaliada em varios estudos clinicos
realizados com pacientes com depressdo de leve a moderada, e os resultados destes estudos
tém demonstrado seu efeito antidepressivo e o baixo indice de reacdes adversas (DI CARLO
et al., 2001). Em estudos pré-clinicos, em camundongos, doses de extrato de Hypericum
perforatum L. efetivas em modelo de depressdo também mostraram atividade em modelo de
ansiedade relacionado ao transtorno obsessivo compulsivo (SKALISZ et al., 2004).

A espécie vegetal avaliada no presente estudo foi selecionada com base em
dados etnofarmacoldgicos, cujos registros indicam o uso de diferentes preparagdes de
Rosmarinus officinalis L. por sua atividade sobre o Sistema Nervoso Central, para ac6es que
vao da sedacdo a estimulacéo.

O uso do pé obtido das folhas secas, na forma de cigarro, foi registrado para
“acalmar nervosos e desesperados” (CAMARGO, 1985), e a infusdo das folhas é citada como
“sedativa e calmante para criancas” por comunidades estabelecidas na Mata Atlantica, no

Estado de Sdo Paulo (DI STASI et al., 2002). No Rio Grande do Sul, a espécie € utilizada
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para “alivio da tenséo nervosa” (SIMOES, 1989), com citacbes como “narcotica” (MATOS &
GRACAS, 1980), util para “doencas nervosas” (GRIEVE, 1994) ou como “estimulante fisico
e mental” (VIERA, 1992). Na aromaterapia, o 0leo essencial de Rosmarinus officinalis L.
mostrou uma melhora significativa no desempenho cognitivo e no humor em pacientes
saudaveis (MOSS et al., 2003) e em estudo etnoboténico e etnofarmacologico recente, a
espécie é citada para dores de cabeca e epilepsia na regido do México; como sedativo,
relaxante e para a depressdo na Espanha (HEINRICH et al., 2006).

A andlise fitoquimica registrou para suas folhas a presenca de éleo essencial
constituido de uma mistura de componentes volateis que é responsavel pelo seu odor tipico,
dentre os quais os principais sdo cineol, alfa-pineno e canfora e entre 0os compostos nao
voléateis, o &cido caféico, diterpenos amargos, flavondides e triterpendides (LORENZI &
MATOS, 2002). Estudos prévios com o 6leo essencial, realizados em nosso laboratorio,
forneceram indicios experimentais tanto de atividade estimulante quanto depressora do
Sistema Nervoso Central (SENA, 1999), com moderada atividade sobre episddios
convulsivos (RICARDO, 2002).

Recentemente o efeito antidepressivo do extrato hidroalcodlico das folhas e
caules desta planta foi investigado em dois modelos animais: o Teste do Nado Forgado e o
Teste da Suspensdo pela Cauda. Os resultados sugerem que a atividade antidepressiva do
extrato hidroalcodlico de Rosmarinus officinalis L. é mediada por interacfes do sistema
monoaminérgico (MACHADO et al., 2009).

Os modelos animais representam uma ferramenta imprescindivel na busca de
novas drogas, ja que o estudo pré-clinico indispensavelmente precede o teste de novas
substancias em humanos. No entanto, para o estudo da ansiedade e da depressdo os modelos
animais representam um fator limitante, ja que estas patologias ndo podem ser reproduzidas

plenamente em animais, pois sdo estados caracteristicos da espécie humana. Assim, a
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ansiedade e a depressdo sdo apenas modeladas e ndo reproduzidas em procedimentos
utilizando animais de experimentacdo (GEYER & MARKOU, 2000; ANDREATINI et al.,
2001).

Alguns critérios devem ser estabelecidos para que um modelo animal seja
aceito como modelo de uma desordem psiquiatrica, ou seja, 0s modelos animais devem ter
validade preditiva, validade de face e validade de construgdo (CRYAN & HOLMES, 2005;
PETIT-DEMOULIERE et al., 2005). A validade preditiva refere-se a sensibilidade do modelo
em reconhecer drogas com ou sem valor terapéutico em humanos (isomorfismo
farmacoldgico) na patologia em que estd sendo estudada. A validade de face refere-se a
semelhanca entre o comportamento exibido pelo animal e os sintomas especificos da condi¢o
humana. A validade de construgdo implica em homologia, ou correspondéncia direta, entre o
modelo animal e os processos psicobiolégicos responsaveis pela etiologia e fisiopatologia dos
sintomas clinicos (GEYER & MARKOU, 2000; PETIT-DEMOULIERE et al., 2005).
No estudo da ansiedade e depressdo, os modelos animais possuem alto grau de validade
preditiva, ou seja, identifica-se como um modelo o procedimento que é sensivel a drogas
utilizadas na clinica para o tratamento do transtorno a ser modelado. O grau de validade de
face e de construgéo é bastante limitado e ndo é facilmente identificavel.

Dentre os procedimentos para o estudo da depressdo, o Teste do Nado Forcado
é 0 modelo mais freqiientemente utilizado. E um modelo de baixo custo, rapido e que possui
uma grande sensibilidade a todas as classes de antidepressivos. O procedimento foi descrito
para ratos por PORSOLT e colaboradores (1977a, b) e posteriormente adaptado para
camundongos (PORSOLT et al., 1977c), o animal de experimentacdo utilizado no presente

estudo.
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Por outro lado, as desordens de ansiedade podem ser representadas em mais de
trinta modelos animais (RODGERS et al., 1997), muitos deles baseados no comportamento
exploratério dos roedores, com procedimentos que exploram a tendéncia ao conflito entre se
aproximar e se esquivar de uma area potencialmente perigosa (CRYAN & HOLMES, 2005).
Dentre os diferentes procedimentos experimentais para o estudo da ansiedade, o Labirinto em
Cruz Elevado parece ser adequado para detecgdo de substancias ativas no tratamento dos
transtornos de ansiedade generalizada (FILE, 1990), enquanto o Teste de Esconder Esferas
parece ser mais sensivel a substancias utilizadas para o tratamento do transtorno obsessivo
compulsivo (NJUNG’E & HANDLEY, 1991).

Assim, considerando a necessidade de novas alternativas para o tratamento da
ansiedade e depressdo, a importancia de espécies vegetais como fonte de novos compostos
com atividade bioldgica, as indicacdes populares para a espécie em estudo e nossos resultados
preliminares, o presente estudo foi desenvolvido com o objetivo de investigar a potencial
atividade do oleo essencial de Rosmarinus officinalis L. sobre modelos experimentais de

depresséo e ansiedade.
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Objetivos

I1. Objetivo Geral:

Considerando as indicacdes populares para o uso da espécie vegetal, o presente
trabalho teve como objetivo geral proceder a avaliacdo, em camundongos, do efeito do 6leo
essencial de Rosmarinus officinalis L. sobre modelos experimentais sensiveis a drogas

antidepressivas e ansioliticas.

Obijetivos especificos

Submeter animais pré-tratados com o 6leo essencial a avaliacdo da presenca de
atividade antidepressiva, utilizando como modelo experimental o Teste do Nado For¢ado;

Submeter animais pré-tratados com o 6leo essencial a avaliagcdo da presenca de
atividade ansiolitica, utilizando como modelos experimentais procedimentos relacionados
com o transtorno de ansiedade generalizada (Labirinto em Cruz Elevado) e o transtorno
obsessivo compulsivo (Teste de Esconder Esferas);

Em animais pré-tratados com o 6leo essencial, avaliar a integridade do sistema

motor, indispensavel para o bom desempenho nos modelos de depressdo e ansiedade.
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I11. Material e Métodos

3.1) A Planta

A espécie Rosmarinus officinalis, pertencente a familia Lamiaceae, é nativa da
regido do Mediterraneo e amplamente utilizada na medicina popular no México, Guatemala e
outros paises da América (HEINRICH et al., 2006). E conhecida popularmente como alecrim,
alecrim-de-casa, alecrim-comum, alecrim-de-jardim, alecrim-de-horta, rosmarinho,
rosmarino. E uma planta de porte subarbustivo lenhoso, ereto, pouco ramificado, de até 1,5 m
de altura (Fig. 01). Suas folhas s&o lineares, coriaceas e muito arométicas, medindo 1,5 a 4 cm
de comprimento por 1 a 3 mm de espessura. Suas flores sdo azuladas, pequenas e de aroma
forte e muito agradavel (LORENZI & MATOS, 2002).

O material vegetal foi coletado de exemplares cultivados no campus da
UNESP de Botucatu e uma exsicata depositada no herbario “Irina D. Gemtchujnicov” —

BOTU, Depto. de Boténica, IBB, UNESP, sob o numero 25906.

Figura 01. Rosmarinus officinalis L.
Lorenzi e Matos, 2002
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3.2) Extracao do 6leo essencial (OE)

Imediatamente apo0s a coleta, as folhas frescas de Rosmarinus officinalis L.
foram submetidas a extracdo do OE por hidrodestilagdo, com a utilizacdo de um aparelho do
tipo Clevenger. O material vegetal foi colocado dentro de um baldo volumétrico contendo
agua destilada acoplado a uma manta aquecedora. O recipiente e seu contetdo foram
aquecidos até ebulicdo da dgua e o vapor resultante, ao passar por um condensador, retornou
ao estado liquido. Esse liquido foi coletado em um novo recipiente onde, por principio de
densidade, a agua foi separada do OE, o qual foi armazenado ao abrigo da luz e a baixa
temperatura até o momento da utilizagcdo nos experimentos. Para o desenvolvimento deste
trabalho foram realizadas duas coletas de material vegetal para extracdo de quantidade

suficiente de OE.

3.3) Analise da composicéo do 0leo essencial

A identificagdo dos principais componentes do OE foi realizada por
cromatografia gasosa acoplada a espectrdmetro de massas (Equipamento da marca Shimadzy,
QP-5000) cujos picos dos espectros foram comparados com o banco de dados do sistema CG-
EM (Nist 62 lib.), literatura (McCLAFFERTY & SAUFFER, 1989) e dos indices de retencéo
(ADAMS, 2001). A analise da composicdo dos OE foi feita no Instituto Agronémico de

Campinas, sob coordenacdo da Profé. Dr2. Marcia Ortiz .
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3.4) Animais e procedimentos gerais

Foram utilizados camundongos da linhagem Swiss (suico) machos, com
aproximadamente 45 dias de idade, provenientes do Biotério Central da UNESP — Campus de
Botucatu. Os animais foram mantidos por no minimo uma semana antes dos procedimentos
experimentais no Biotério do Departamento de Farmacologia reunidos em grupos de 15
animais por gaiola, em salas com temperatura (21 + 2 °C) e ciclo claro/escuro (12h)
controlados, com agua fresca e comida ad libitum até duas horas antes do inicio dos
procedimentos experimentais.

No dia do teste os animais foram transportados do Biotério do Departamento
de Farmacologia para o Laboratério de Comportamento, onde permaneceram por 2 horas para
adaptacdo. O laboratorio de comportamento € uma sala isolada com controle de temperatura,
luminosidade e exaustdo de ar, onde nenhuma outra atividade é realizada durante os
experimentos. Todos os experimentos foram realizados no periodo da tarde, para evitar
variacgdes do ciclo circadiano, exceto o Teste de Esconder Esferas que foi realizado no periodo
da manha.

Todos os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com o0s
Principios Eticos na Experimentacio Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de
Experimentagdo Animal (COBEA), cujos protocolos foram submetidos e aprovados pelo

Comité de Etica em Experimentacdo Animal do Instituto de Biociéncias de Botucatu.

3.5) Drogas e tratamentos

Todas as solugdes foram preparadas momentos antes do inicio de cada

procedimento experimental. O o6leo essencial (OE) foi solubilizado em Tween 80®
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(polioxietileno-sorbitan monooleato) a 2%, e este veiculo foi utilizado nos procedimentos
experimentais para tratamento do grupo controle negativo (TW). O OE foi avaliado nas doses
de 125mg/kg, 250mg/kg ou 500mg/kg, e assim como para o Tween, o volume foi fixado em
10ml/kg.

Para a validagdo do procedimento, cada sessdo experimental foi
complementada por um grupo de animais tratado com uma droga-padréo ativa no modelo em
execucdo (controle positivo). O Diazepam (DZ) 1 mg/kg foi utilizado como controle positivo
no Labirinto em Cruz Elevado e a Imipramina (IM) 30 mg/kg foi utilizada no Teste do Nado
Forcado e no Teste de Esconder Esferas. As drogas-padrdo foram dissolvidas em solucéo
fisiologica (NaCl 0,9%), administradas por via intraperitoneal no volume final de 10 ml/kg
em animais submetidos exatamente ao mesmo procedimento que aqueles tratados com OE ou

TW.

3.6) Avaliacéo da atividade antidepressiva e atividade motora.

3.6.1) Teste do Nado Forcado (““Forced Swimming Test”)

O Teste do Nado Forgado é o modelo farmacoldgico “in vivo” mais utilizado
para avaliacdo da atividade antidepressiva, cuja imobilidade reflete o estado de baixo humor
relacionado com a impossibilidade de escape durante a situagéo experimental (PORSOLT et
al., 1977).

O comportamento avaliado se baseia na resposta de “desamparo aprendido”
(GEYER & MARKOU, 2000) na qual o animal é submetido a um estresse incontrolavel
representado pela natacdo em um ambiente confinado. Os animais inicialmente nadam e
tentam encontrar uma saida, e ndo obtendo éxito assumem uma postura imével que ocorre

cada vez mais precocemente com a repeticdo do procedimento. Assim, a sessdo de treino,
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realizada 24 horas antes, representa o periodo de estresse incontrolavel e inescapavel que
determina a ocorréncia precoce de imobilidade na sesséo de teste.

O protocolo é realizado em um recipiente cilindrico com 21 cm de altura e 20,5
cm de didmetro, com uma coluna d"agua de 13 cm, a temperatura de 23 °C (£ 1 °C). Durante o
treino cada animal permanece na agua durante 15 minutos e na sessdo de teste por 5 minutos,
durante os quais tem seu comportamento registrado em fita de video para anélise posterior. Os
comportamentos executados sdo classificados a cada 10 segundos em: natagéo, escalada ou
imobilidade.

O comportamento de natacdo é caracterizado por movimentos, usualmente
horizontais, através do recipiente; o comportamento de escalada é caracterizado por
movimentos ascendentes das patas dianteiras, geralmente, ao longo das paredes do recipiente;
a imobilidade é definida quando nenhuma atividade adicional é realizada, com 0s animais
executando movimentos minimos para manter suas cabecas acima da 4gua (CRYAN et al.,

2002). Estes comportamentos estdo ilustrados na figura 02.

Figura 02. llustracdo dos comportamentos avaliados no Teste do Nado Forgado
A) Comportamento de Imobilidade
B) Comportamento de Nadar

C) Comportamento de Escalar
(Adaptado de Cryan et al., 2002)
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A este procedimento experimental foram submetidos animais pré-tratados com
0 OE nas doses 125mg/kg, 250mg/kg ou 500mg/kg. O OE, o TW e a IM (controle positivo)
foram administrados 23 h, 5 h e 1 h antes da sessao de teste.

Ao término do periodo de natacdo os animais foram retirados cuidadosamente

do recipiente, secos com um papel toalha e colocados de volta nas suas respectivas caixas.

3.6.2) Teste da Barra Giratoria (“Rota-rod”)

Trinta minutos antes do Teste do Nado Forgado, os mesmos animais foram
avaliados quanto a integridade do sistema motor, ja que altera¢cbes motoras podem dificultar a
execucdo dos comportamentos esperados (nadar, escalar ou imobilidade).

O procedimento da barra giratoria, descrito por Dunham e Miya (1957), €
capaz de detectar prejuizos neurolégicos como ataxia, sedacdo e hiperexcitabilidade e é
executado em um aparelho composto por uma barra plastica rugosa de 3 cm de didmetro e de

50 cm de comprimento localizada a cerca de 30 cm de altura a partir da bancada (Fig. 03).

Figura 03. Barra giratoria (“Rota-rod”)
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O procedimento consiste na avaliacdo da capacidade do animal de se manter
sobre uma barra que gira a uma velocidade constante (5 rpm), permitindo-se até trés
reconducdes apos queda, durante o periodo de avaliacdo que é de 1 minuto. Considerando que
uma parcela dos animais pode nao ser naturalmente aptos a se manter sobre a barra giratoria,
procedeu-se a uma pre-selecdo na qual foram descartados de todo o procedimento os animais
ndo-aptos. Esta pré-selecdo consistiu de uma sessdo experimental como a descrita

anteriormente, realizada no dia anterior ao do teste. A figura 04 ilustra o procedimento

completo.
24h - D
(Th 4 (1h )
Selecdo na Treino no Teste na Teste do
barra Nado 1°. Tratamento 2°. Tratamento 3°. Tratamento Barra Nado

giratoria Forgado Tratamentos: Tween 2% (10 ml/kg, v.0), Imipramina | giratéria | Forcado
(1 min) (15 min) (30 mg/kg, ip) e OE (125, 250 e 500 mg/kg, v.0) (1 min) (5 min)
\\30min J \__1h \_30min )

Figura 04. Protocolo completo do Teste do Nado Forgado e da Barra Giratoria.

3.7) Avaliacéo da atividade ansiolitica.

3.7.1) Labirinto em cruz elevado (“Elevated Plus-Maze™)

O Labirinto em Cruz Elevado (LCE) é baseado no modelo proposto, em ratos, por
Pellow e colaboradores (1985) e validado por Lister (1987) para camundongos, e consiste de dois
bracos abertos opostos (30 x 5 cm) e dois fechados (30 x 5 x 15 cm), também opostos, em forma
de cruz grega. Os bracos abertos e fechados estdo conectados por uma plataforma central

(5 x 5 cm). O suporte é confeccionado em madeira e as paredes laterais dos bracos fechados e o
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chdo sdo confeccionados em acrilico recoberto com papel Contact® preto. O aparelho fica

elevado a uma altura de 50 cm do nivel do chéo (Fig. 05).

Figura 05. Labirinto em Cruz Elevado.

A funcionalidade deste teste como modelo animal de ansiedade baseia-se na
atividade exploratoria espontanea e na aversao natural dos roedores por espagos abertos. O
numero de entradas e 0 tempo gasto nos bracos abertos séo indicadores inversamente relacionados
a ansiedade (PELLOW et al., 1985). Assim, animais tratados com drogas ansioliticas tendem a
aumentar o nimero de entradas e o tempo de permanéncia nos bracos abertos, enquanto animais
tratados com drogas ansiogénicas tendem a ficar mais tempo nos bragos fechados.

Meia hora ap6s o tratamento, 0s animais foram colocados individualmente no
centro do aparelho com a cabeca voltada para um dos bragcos abertos e 0s seus comportamentos
registrados por 5 minutos por uma cadmera para analise posterior.

As medidas comportamentais registradas no LCE foram: freqiiéncia de entradas e
0 tempo despendido nos bracos abertos e nos bragos fechados; tempo no centro e nimeros de
vezes que executou o comportamento de levantar (“rearing”). Este comportamento é representado
pela postura em que o animal se ap0ia nas patas posteriores, com o tronco perpendicular ao piso,

tendo a cabeca dirigida para cima, tocando ou ndo com as patas anteriores as paredes do Labirinto.
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3.7.2) Teste de Esconder Esferas (“Marble Burying Test”)

Este procedimento foi descrito para ratos por Poling e colaboradores (1981) e
posteriormente validado para camundongos (BROEKKAMP et al., 1986) visto que os roedores
exibem o comportamento de esconder (enterrar) objetos aversivos como uma fonte de choque,
alimentos nocivos ou objetos inanimados como as esferas de vidro.

Para o procedimento experimental foram utilizadas caixas de policarbonato de
27 x 16 x 13 cm as quais foram forradas com uma camada de 5 cm de maravalha sobre a qual
foram distribuidas ao acaso 25 esferas de vidro com 1,5 cm de didmetro (Fig. 06). Essas caixas
foram cobertas com uma placa de acrilico transparente com pequenos furos para ventilagdo. Apos
30 minutos do tratamento cada animal foi colocado em uma caixa individual e ao término de 30
minutos ele foi retirado e o nimero de esferas de vidro escondidas pelos animais foi registrado.
Foram consideradas escondidas as esferas que foram completamente cobertas pela maravalha
(PULTRINI et al., 2006).

Considerando a grande variabilidade no nimero de esferas escondidas entre um
animal e outro, foram submetidos ao procedimento experimental apenas aqueles que esconderam
durante os trés dias consecutivos anteriores ao teste, pelo menos 13 das 25 esferas

(BROEKKAMP et al., 1986; NJUNG'E & HANDLEY, 1991).

Figura 06. Teste de Esconder Esferas
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3.8) Analise estatistica

Os resultados quantitativos foram comparados por analise de variancia nao
paramétrica (Kruskal-Wallis) seguida de testes de contraste a posteriori, quando necessario.
As proporcdes referentes aos resultados qualitativos foram comparadas pelo teste exato de
Fischer. Foram consideradas significantes as probabilidades associadas a p < 0,05 em relacéo

ao respectivo grupo controle.
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1V. Resultados e Discussao:

Apesar dos avangos observados na medicina moderna, nas ultimas décadas
produtos originados de plantas t€ém contribuido de forma importante como uma fonte de
novos agentes terapéuticos (CALIXTO, 2000). Muitos produtos de origem natural com
potencial psicoterapéutico foram introduzidos na clinica nos ultimos anos, como: Ginseng,
Ginko Biloba, St. John’s Wort ¢ Kava-Kava (ZHANG, 2004).

Quando se procura obter substancias ativas de plantas, um dos principais
aspectos a serem observados consiste na coleta de dados de espécies utilizadas pela
populagdo. Esta estratégia é considerada como uma pré-triagem para a descoberta de sua
utilidade terapéutica, sendo mais eficaz do que a escolha ao acaso (ELISABETSKY &
SOUZA, 2004).

A espécie Rosmarinus officinalis L. é aromatica, ou seja, produz dleo essencial,
e nativa da Europa. E amplamente cultivada no Brasil e apresenta varias aplicagdes
terapéuticas na medicina popular, inclusive para a depressdo (HEINRICH et al., 2006).

Os oleos essenciais s3o definidos pela ISO (Internacional Standard
Organization), como compostos organicos obtidos de partes de plantas por destilagdo por
arraste de vapor d’dgua. Em geral sdo misturas complexas de substancias lipofilicas,
odoriferas e liquidas, com aparéncia oleosa a temperatura ambiente, com solubilidade
limitada, mas suficiente para aromatizar as solu¢des aquosas (hidrolatos). Seus constituintes
variam, mas os derivados terpenoides estdo presentes com freqiiéncia, sendo acoplados a
fungdes orgénicas, como 4alcoois, cetonas, aldeidos, fenodis, ésteres, entre outros, com

potencial para atividade biologica (SPITZER, 2004).
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4.1) Rendimento do éleo essencial (OE)

A tabela 1 mostra o periodo das coletas, a massa total de amostra vegetal fresca

obtida, os respectivos volumes de OE obtidos e o rendimento médio de cada extracao.

Tabela 01. Dados da extragdo do 6leo essencial de Rosmarinus officinalis L.

Massa da Volume de OE
Periodo das coletas amostra extraido Rendimento (v/p)
ago/06 824 g 4,6 ml 0,56%
jul/08 615¢g 5,5 ml 0,89%

4.2) Composi¢ao do 6leo essencial

A analise dos principais componentes do 6leo essenciais (OE) foi realizada por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometro de massas pela Profa. Dra. Mércia Ortiz do
Instituto Agronémico de Campinas. A tabela 02 mostra os resultados da composicdo do OE,
cujo cromatograma esta reproduzido na figura 07 na qual se observa que 82% ¢ formado por
1,8 cineol, canfora, mirceno e a-pineno.

Embora possam ser observadas variagdes significativas na composi¢do quimica
do 6leo essencial obtido de Rosmarinus officinalis, de acordo com a origem geografica, época
de coleta e técnica de extracdo, os compostos majoritarios encontrados estdo de acordo com a
maioria dos trabalhos relacionados na literatura (ATTI-SANTOS et al., 2005;

MIRESMAILLI et al., 2006).
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Tabela 02. Composi¢do do 6leo essencial de Rosmarinus officinalis L.

Pico Substéncia [90]
1 tricicleno 0,40
2 o-pineno 10,59
3 o-fencheno 4,62
4 B-pineno 5,60
5 mirceno 12,39
6 a-terpineno 0,51
7 orto-cimeno 0,82
8 1,8-cineol 29,72
9 y-terpineno 1,28
10 terpinoleno 0,32
11 linalol 0,86
12 canfora 29,45
13 borneol 1,08
14 4-terpineol 0,79
15 a-terpineol 0,91
16 verbenona 0,67
TOTAL 100

Figura 07. Cromatograma obtido por cromatografia gasosa acoplada a espectrOmetro de
massas.
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4.3) Avaliagao da atividade antidepressiva e atividade motora

O resultado do principal parametro observado no Teste do Nado Forcado ¢
apresentado na figura 08, na qual pode-se observar que o oleo essencial de Rosmarinus
officinalis L. na dose de 500mg/kg diminuiu o tempo de imobilidade dos animais, quando
comparado ao grupo Tween. Os grupos tratados com as doses de 125mg/kg, 250mg/kg nao

apresentaram alteragdes neste pardmetro.

Tempo de imobilidade
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Figura 08. Mediana e intervalo interquartil da contagem do comportamento de imobilidade registrado a cada 10
segundos, durante 5 minutos, no Teste do Nado For¢ado em camundongos machos tratados 23h, 5h e 1 hora com
125 mg/kg, 250 mg/kg ou 500 mg/kg de OE, Tween 2% (v. 0.) ou Imipramina 30mg/kg (i. p.). Os algarismos
dentro da barra indicam o ntimero de animais em cada grupo.

*p <0,05; ** p < 0,01 em relagdo ao respectivo grupo controle (Teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de
Mann Whitney).

O Teste do Nado For¢ado ¢ baseado na observagdo de que quando roedores sdo
colocados em um cilindro com 4gua na qual ndo exista a possibilidade de escape, inicialmente
realizam varios movimentos na tentativa de sair desta situacdo e apo6s alguns minutos exibem

um comportamento de imobilidade. Neste contexto, ¢ importante enfatizar que a imobilidade

22



Resultados & Discussdo

neste teste parece ser o resultado de uma incapacidade ou relutdncia em manter o esfor¢o, em
vez de uma hipoatividade generalizada (CRYAN & HOLMES, 2005). O tempo de
imobilidade é sem duvida o principal pardmetro avaliado no Teste do Nado Forgado e ¢
utilizado como um indicador de desespero comportamental (GUTIERREZ-GARCIA &
CONTRERAS, 2009).

Deste modo, a diminui¢do do tempo de imobilidade observado na dose de
500mg/kg do OE de Rosmarinus officinalis L., parece indicar a presenca da atividade
compativel com a redug@o do desespero comportamental, pardmetro experimental associado a
atividade antidepressiva.

Este procedimento experimental tem grande sensibilidade para todas as classes
de antidepressivos, independentemente do mecanismo de ag¢do (PETIT-DEMOULIERE et al.,
2005). No entanto, na descri¢gdo do modelo, Porsolt e colaboradores (1977a, c) alertam para a
possibilidade de resultado falso positivo em animais tratados com drogas psicoestimulantes
como derivados anfetaminicos e cafeina, situagcdes nas quais a redug¢do da imobilidade ¢
acompanhada de aumento de atividade geral medida no campo aberto.

As indicagdes populares da espécie incluem efeito estimulante (VIERA, 1992)
motivo pelo qual os animais foram submetidos ao teste da barra giratoria, sensivel a alteracdes
motoras resultantes da a¢do de psicoestimulantes. Como pode ser observado na figura 09, o
tratamento com o 6leo essencial de Rosmarinus officinalis L. ndo alterou a atividade motora
dos animais nas mesmas doses utilizadas no Teste do Nado Forg¢ado, indicando que a redugdo
no tempo de imobilidade do animal ndo é conseqiiéncia de possivel efeito estimulante
presente no OE. Tanto os animais tratados com imipramina (controle positivo) quanto com as

diferentes doses de OE mostraram desempenho na barra giratdria similar ao do grupo Tween.
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ROTA-ROD
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Figura 09. Desempenho dos camundongos no Teste da Barra Giratoria apds 30 minutos do ultimo tratamento
com 125 mg/kg, 250 mg/kg ou 500 mg/kg de OE, Tween 2% (v. 0.) ou Imipramina 30mg/kg (i. p.). Dados
apresentados em porcentagem de animais classificados como Aptos ou Ndo-Aptos na Barra Giratéria (5 r.p.m).
Os algarismos dentro da barra indicam o nimero de animais em cada grupo.

Cryan e colaboradores (2002) classificam os comportamentos observados
durante o teste do nado forcado em trés categorias: escalar, nadar e imobilidade, e sugere que
esta categorizacdo parece também ser adequada para distinguir o mecanismo de agdo dos
diferentes antidepressivos. Assim, a redu¢do do tempo de imobilidade por drogas que atuam
sobre as catecolaminas (especialmente noradrenalina) ¢ acompanhada de aumento no
comportamento de escalar, enquanto drogas que atuam sobre o sistema serotonérgico reduzem
a imobilidade e aumentam o comportamento de nadar.

Os resultados dos comportamentos de escalar e nadar estdo expostos nas

figuras 10 e 11, respectivamente.
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Comportamento de escalar
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Figura 10. Mediana e intervalo interquartil da contagem do comportamento de escalar registrados a cada 10
segundos, durante 5 minutos, no Teste do Nado For¢ado em camundongos machos tratados 23h, 5h e 1 hora com
125 mg/kg, 250 mg/kg ou 500 mg/kg de OE, Tween 2% (v. 0.) ou Imipramina 30mg/kg (i. p.).

** p < 0,01 em relagdo ao respectivo grupo controle (Teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de Mann
Whitney). Os algarismos dentro da barra indicam o niimero de animais em cada grupo.
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Figura 11. Mediana e intervalo interquartil da contagem do comportamento de nadar registrados a cada 10
segundos, durante 5 minutos, no Teste do Nado Forcado em camundongos machos tratados 23h, 5h e 1 hora com
125 mg/kg, 250 mg/kg ou 500 mg/kg de OE, Tween 2% (v. 0.) ou Imipramina 30mg/kg (i. p.).

** p < 0,01 em relagdo ao respectivo grupo controle (Teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de Mann
Whitney). Os algarismos dentro da barra indicam o niimero de animais em cada grupo.
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Em nosso estudo ndo foi possivel diferenciar uma predomindncia do
comportamento de escalar e nadar nos animais tratados com o OE, que se comportaram de
modo similar ao grupo Tween.

A Imipramina, utilizado como controle positivo, ¢ um inibidor ndo seletivo de
recaptacdo de noradrenalina e serotonina, entdo o esperado, de acordo com o proposto por
Cryan e colaboradores (2002) em ratos, era que interferisse de modo indistinto em ambos os
comportamentos ativos (escalar e nadar), como de fato ocorreu (Fig. 10 e 11).

Drogas que atuam de modo seletivo sobre a recapta¢do de noradrenalina ou
serotonina mostram o predominio de um dos comportamentos ativos em ratos (CRYAN et al.,
2002), e pudemos observar este predominio também em camundongos. Os detalhes desta
observag¢do compdem o Anexo 1.

Assim, a ndo observancia da diferenciagdo entre os comportamentos ativos
apos o tratamento com OE de Rosmarinus officinalis L. ndo permite qualquer consideragio a

respeito do possivel mecanismo de acdo.

4.4) Avaliagéo da atividade ansiolitica.

4.4.1) Labirinto em Cruz Elevado
Os diferentes parametros avaliados no Labirinto em Cruz Elevado sio
correlacionados tanto com a atividade ansiolitica quanto com a atividade motora e
exploratdria, com a possibilidade de diferentes interpretacdes dos comportamentos
(RODGERS et al., 1997: ESPEJO, 1997). Este ¢ um modelo baseado em respostas
incondicionadas a ambientes potencialmente perigosos, e os roedores tendem a evitar locais
desprotegidos e elevados (GRAEFF & GUIMARAES, 2000), aqui representados pelos bragos

abertos. Drogas que na clinica s@o ativas no tratamento dos transtornos de ansiedade
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generalizada, em especial os derivados benzodiazepinicos, aumentam a interacdo dos animais
com estes ambientes aversivos, enquanto o oposto ocorre em animais tratados com drogas
ansiogénicas como, por exemplo, a cafeina. (LISTER, 1987).

Assim, segundo Rodgers e colaboradores (1997), os principais pardmetros no
Labirinto em Cruz Elevado associados a ansiedade sdo a freqiiéncia de entradas e o tempo de
permanéncia nos bragos abertos, considerados de modo relativo ao total de entradas e ao
tempo total de permanéncia no Labirinto.

Os resultados obtidos apos o tratamento com OE estdo representados das
figuras 12 a 14, nas quais n2o se observam diferencas significantes entre os grupos tratados
com OE e o grupo Tween.

A figura 12 mostra a porcentagem do tempo de permanéncia em cada
compartimento do labirinto (TBA: bragos abertos; TBF: bragos fechados; TC area central), e a
ndo observacdo de diferengas decorrentes do tratamento com OE sugere a auséncia de
atividade ansiolitica semelhante a observada com os derivados benzodiazepinicos, padrao
para o tratamento de transtorno de ansiedade generalizada. Este perfil de atividade ¢ reforcado
pelo outro pardmetro avaliado, o numero de entradas nos bragos abertos, apresentado na

figura 13, no qual também apenas a droga padrdo mostrou atividade.
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Figura 12. Tempo de permanéncia nos bracos abertos (TBA), nos bragos fechados (TBF) ou no centro (TC)
apresentado em porcentagem em relacdo ao tempo total de permanéncia no Labirinto, ap6s 30 minutos do
tratamento com 125 mg/kg, 250 mg/kg ou 500 mg/kg de OE, Tween 2% (v. 0.) ou diazepam 1 mg/kg (i. p.).

*p <0,05; ** p <0,01 em relagdo ao respectivo grupo controle (Teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de
Mann Whitney). n = numero de animais por grupo.

B Ba
] BF
B TOTAL

NUMERO DE ENTRADAS

TWEEN Dz 125 250 500
(n=12) (n=12)
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Figura 13. Numero de entradas nos bragos abertos (BA), nos bragos fechados (BF) e o Total de entradas
(TOTAL), ap6s 30 minutos do tratamento com 125 mg/kg, 250 mg/kg ou 500 mg/kg de OE, Tween 2% (v. 0.)
ou diazepam 1 mg/kg (i. p.).

*p <0,05 ** p<0,01 em relagdo ao respectivo grupo controle (Teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de
Mann Whitney). n = numero de animais por grupo.
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O numero de entrada nos bracos fechados, por outro lado, ¢ definido por
Rodgers e colaboradores (1997) como um parametro de avaliagdo de atividade locomotora
que, quando alterado, pode perturbar a andlise dos resultados da atividade ansiolitica. Os
resultados deste parametro, também apresentados na figura 13, mostram que o tratamento
com OE nio interferiu com a atividade locomotora, confirmando a auséncia de atividade
sobre o sistema motor ja observada anteriormente no teste da barra giratéria (Fig. 09).

A integridade do sistema motor ¢ importante também para a execu¢do do
comportamento de levantar, relacionado com atividade exploratoria (ESPEJO, 1997;
RODGERS et al., 1997). O tratamento com OE ndo promoveu qualquer alteragdo neste

parametro (Fig. 14).
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Figura 14. Numero Levantamentos (“Rearing”) registrados no Labirinto em Cruz Elevado em camundongos
machos, ap6s 30 minutos do tratamento com 125 mg/kg, 250 mg/kg ou 500 mg/kg de OE, Tween 2% (v. 0.) ou
Diazepam 1mg/kg (i. p.). Os algarismos dentro da barra indicam o numero de animais em cada grupo. (Teste de
Kruskal-Wallis, seguido do teste de Mann Whitney)

Deste modo, é possivel afirmar que o tratamento com OE de Rosmarinus
officinalis L., nas doses testadas, ndo modificou os parametros avaliados para ansiedade no

Labirinto em Cruz Elevado.
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Um resultado importante, porém, ¢ a auséncia de efeito deletério sobre a
atividade motora ou exploratoria (Fig. 14), pois, drogas psicoestimulantes ou depressoras do
sistema nervoso central podem promover alteragdes nos pardmetros avaliados no Labirinto em
Cruz Elevado ndo por seu efeito estimulante ou ansiolitico, mas por alterar a capacidade dos
animais exercerem os comportamentos esperados, segundo as mesmas consideracdes feitas

em relacdo ao resultado da barra giratoéria.

4.4.2) Teste de Esconder Esferas
O Teste de Esconder Esferas parece estar mais relacionado com o transtorno
obsessivo compulsivo do que com o transtorno de ansiedade generalizada, como é o Labirinto
em Cruz Elevado. Os resultados obtidos neste procedimento, apds o tratamento com OE,
estdo apresentados na figura 15 na qual € possivel observar a redu¢do no numero de esferas
escondidas pelo grupo de animais tratados com 500mg/kg de OE, quando comparado com o

grupo controle..
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Figura 15. Numero de esferas escondidas por camundongos machos tratados apds meia hora do tratamento com
125 mg/kg, 250 mg/kg ou 500 mg/kg de OE, Tween 2% (v. 0.) ou Imipramina 30mg/kg (i. p.).

* p < 0,05 em relagdio ao respectivo grupo controle (Teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de Mann
Whitney). Os algarismos dentro da barra indicam o nimero de animais em cada grupo.
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O procedimento experimental do Teste de Esconder Esferas se baseia no
comportamento dos animais em esconder objetos que representam ou sdo associados a
estimulos aversivos, sendo considerado um comportamento defensivo. Tal comportamento ¢
observado em ratos e camundongos quando estes enterram alguma fonte de choque, alimentos
nocivos ou objetos inanimados sobre uma camada de material (BROEKKAMP et al., 1986).

Este teste parece estar mais relacionado com o transtorno obsessivo
compulsivo ja que alguns farmacos como a clomipramina e os inibidores seletivos da
serotonina, efetivos na clinica para esta desordem, diminuem o nimero de esferas escondidas
pelos animais (ICHIMARU et al., 1995). Outra evidéncia de que o procedimento esta
relacionado a este transtorno diz respeito a habituagcdo. Os animais submetidos a tal
procedimento experimental ndo apresentam comportamento de habituagdo quando expostos as
esferas de vidro, ou seja, continuam a enterra-las quando reexpostos em dias consecutivos.
Tal comportamento de esconder estd intimamente relacionado as compulsdes (NJUNGE’E &
HANDLEY, 1991), diferente de modelos classicos de transtorno de ansiedade generalizada
como o Labirinto em Cruz Elevado, no qual os animais expostos por uma segunda vez ja
demonstram comportamentos de habituagdo (LISTER, 1987; FILE, 1990; RODGERS &
SHEPHERD, 1993).

Uma visdo panordmica sobre este conjunto de experimentos mostra, de modo
sintético, que o tratamento com OE de Rosmarinus officinalis L. mostrou atividade sobre o
procedimento experimental associado a depressdo e ao transtorno obsessivo compulsivo, sem
ter tido qualquer indicio de atividade sobre o procedimento que avalia o transtorno de
ansiedade generalizada ou que mostra interferéncia sobre a atividade locomotora ou
exploratoria.

Se por um lado, a visdo classica da atividade antidepressiva e ansiolitica era

claramente associada, respectivamente, aos derivados triciclicos e aos benzodiazepinicos,
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atualmente esta dicotomia nao ¢ absoluta. Conseqilientemente, os modelos animais para estudo
destas desordens eram classificados de acordo com a sua sensibilidade para tais classes de
farmacos, mostrando validade preditiva associada aos antidepressivos e benzodiazepinicos.
Porém, apods a introdugdo dos inibidores seletivos da recaptagdo da serotonina (ISRS) na
pratica clinica este conceito tradicional foi reformulado (BORSINI et al., 2002).

As evidéncias do envolvimento do sistema serotonérgico na patogénese da
ansiedade e da depressdo (TAYLOR et al., 2005) sdo apoiadas pela experimentagdo animal
(CRYAN & HOLMES, 2005) e pela experiéncia clinica (BALLENGER, 2000).

H4 mais de duas décadas a literatura agrupa estudos multicéntricos que
estabelecem a eficacia de inibidores — seletivos ou ndo — da recaptacdo de serotonina no
tratamento clinico do Transtorno obsessivo compulsivo (KAPLAN & HOLLANDER, 2003),
embora raramente os pacientes fiquem assintomaticos (MARQUES, 2001).

O procedimento experimental que modela, em roedores, o Transtorno
obsessivo compulsivo € o Teste de Esconder Esferas. O tratamento agudo com a maioria dos
antidepressivos reduz a quantidade de esferas escondidas pelos camundongos, mostrando a
alta sensibilidade do teste (BORSINI et al., 2002; ICHIMARU et al., 1995). Esta
sensibilidade ¢ mais evidente para os inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina, ja em
doses equivalentes a Clomipramina (inibidor de recaptagdo ndo seletivo para serotonina e
noradrenalina) ¢ menos efetiva e a Desipramina (inibidor de recaptagdo com maior
seletividade para noradrenalina) ndo apresentou efeito (ICHIMARU et al., 1995). Estes
resultados experimentais sdo endossados pela terapéutica do transtorno obsessivo compulsivo,
que privilegia os inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina e a clomipramina (KAPLAN
& HOLLANDER, 2003).

A atividade observada no OE de Rosmarinus officinalis L. ndo parece ser

inespecifica, ja que ndo se observou interferéncia nas abordagens para verificar alteragcdes
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motoras ou de comportamento exploratério. O procedimento do Labirinto em Cruz Elevado ¢
altamente sensivel aos derivados benzodiazepinicos, que atuam modulando a
neurotransmissdo inibitéria mediada por GABA. As drogas antidepressivas ndo apresentam
qualquer atividade neste modelo experimental (BORSINI et al., 2002).

Assim, € possivel sugerir que a atividade anti-imobilidade no Teste do Nado
Forgado, e a reducdo do comportamento defensivo no Teste de Esconder Esferas presentes no
OE de Rosmarinus officinalis L. tem o perfil semelhante ao de drogas antidepressivas. A
tentativa de identifica¢do de qual sistema de neurotransmissdo estaria envolvido, por meio da
avaliacdo do comportamento ativo (nadar ou escalar) realizado no Teste do Nado For¢ado ndo
foi bem sucedida. Esta tentativa de distingdo também ndo foi possivel em investigacdo recente
do envolvimento do sistema monoaminérgico na atividade antidepressiva do extrato
hidroalcoolico de Rosmarinus officinalis (MACHADO et al., 2009).

O estudo detalhado do mecanismo de a¢do envolvido na atividade do OE de
Rosmarinus officinalis L. é, certamente, o proximo passo nesta investigagdo que devera,
ainda, abordar aspectos farmacocinéticos e de toxicidade da planta, com o objetivo de

disponibilizar uma nova alternativa para terapéutica da depressao.
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V. Conclusao:

e O oleo essencial de Rosmarinus officinalis L., na dose de 500 mg/kg, apresentou efeito
anti-imobilidade no Teste do Nado Forgado, o que pode ser indicativo de atividade

antidepressiva;

e Na&o foi possivel, com a metodologia utilizada, fazer a identificacdo do sistema de

neurotransmissao envolvido na atividade anti-imobilidade;

e Na mesma dose, 0 6leo essencial de Rosmarinus officinalis L. levou a reducdo do
comportamento defensivo no Teste de Esconder Esferas, preditivo de atividade sobre

0 Transtorno Obsessivo Compulsivo;

e Nas doses avaliadas, o 0leo essencial de Rosmarinus officinalis L. ndo apresentou

atividade no Labirinto em Cruz Elevado, procedimento experimental sensivel a drogas

semelhantes aos benzodiazepinicos;

e A avaliagdo da integridade do sistema motor nédo identificou comprometimento,

sugerindo a especificidade dos efeitos observados nos outros testes.
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Anexos

Anexo 1
Diferenciagdo dos comportamentos apresentados por camundongos no Teste do Nado

Forcado apos tratamento com Imipramina, Nortriptilina ou Fluoxetina.

Uma das condigdes essenciais para a consisténcia nos resultados originados da
utilizagdo de modelos experimentais ¢ a sua adequada padronizacdo sob as condigdes
laboratoriais disponiveis. Deste modo, resultados da avaliacdo de drogas desconhecidas so
apresentardo confiabilidade apo6s a cuidadosa padronizacdo das condigdes experimentais,
reproduzindo de maneira consistente e fidedigna os resultados de drogas-padrio encontrados
na literatura especializada.

O Teste do Nado Forcado ¢ o modelo experimental mais utilizado para avaliar
a atividade antidepressiva e associa essa atividade a redug¢do no tempo de imobilidade (I), em
ratos, a execugdo dos comportamentos de escalar (E) ou nadar (N) a drogas que atuam sobre
os sistemas de neurotransmiss@o mediados por noradrenalina (NOR) ou serotonina (5-HT),
respectivamente (CRYAN et al., 2002).

Nas figuras a seguir sdo apresentados os resultados obtidos com Imipramina
(Fig. 1), Nortriptilina (Fig. 2) e Fluoxetina (Fig. 3). Para cada animal foi feita a contagem dos
comportamentos em cada categoria (E: escalar, N: nadar e I: imobilidade), e os resultados sdo
apresentados como a mediana e intervalo interquartil do conjunto de animais que compde o
grupo tratado com cada droga, em cada dose testada. Os resultados obtidos com os animais do
grupo controle (tratados com salina) que acompanhou cada procedimento experimental foram
reunidos e apresentados em conjunto nas figuras, o que explica o nimero maior de animais

nestes grupos, quando se compara com o numero de animais dos grupos tratados com as

drogas.
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Anexos

Parametros avaliados no teste do nado forcado-
Imipramina

E N I E N I E N I E N I
Controle Imipramina 15mg/kg Imipramina 30mg/kg Imipramina 45mg/kg
N=21 n=9 n=9 n=9

Figura 1. Mediana e intervalo interquartil da contagem dos comportamentos registrados a cada 10 segundos,
durante 5 minutos, no teste do nado forcado em camundongos machos tratados (i.p.) 23h, 5h e 1 hora com 15
mg/kg, 30 mg/kg ou 45 mg/kg de Imipramina. Escalar (E), Nadar (N), Imobilidade (I).

* p <0,05 em relagdo ao respectivo grupo controle (Teste de Kruskal-Wallis).

A Imipramina ¢ um inibidor ndo seletivo de recaptagdo de noradrenalina e
serotonina, entdo o esperado, de acordo com o proposto por Cryan e colaboradores (2002) em
ratos, era que interferisse de modo indistinto em ambos os comportamentos ativos (escalar e
nadar). De fato, com a maior dose avaliada foi detectado um aumento significante na
contagem destes comportamentos, em relacdo ao respectivo grupo controle, ao mesmo tempo
em que se observa a reducdo da contagem de comportamento de imobilidade. Com a dose
intermediaria (30 mg/kg) observa-se uma tendéncia a este mesmo perfil de atividade, no

entanto, sem significancia estatistica.
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Parametros avaliados no Teste do Nado Forcado -
Nortriptilina

307
25
20
15
10

E N I E N I E N | E N I
Controle Nortriptilina 10mg/kg Nortriptilina 15mg/kg Nortriptilina 20mg/kg
N=18 N= 6 N=6 N=6

Figura 2. Mediana e intervalo interquartil da contagem dos comportamentos registrados a cada 10 segundos,
durante 5 minutos, no teste do nado forcado em camundongos machos tratados (i.p.) 23h, Sh e 1 hora com 10
mg/kg, 15 mg/kg ou 20 mg/kg de Nortriptilina. Escalar (E), Nadar (N), Imobilidade (I).

* p <0,05 em relagdo ao respectivo grupo controle (Teste de Kruskal-Wallis).

A Nortriptilina ¢ um inibidor de recaptagdo que apresenta seletividade maior
para a noradrenalina do que para a serotonina. Com a dose intermediaria (15 mg/kg) foi
possivel observar o resultado esperado, ou seja, redu¢do do tempo de imobilidade
acompanhado de aumento no comportamento de escalar. Nas outras doses utilizadas o perfil
de resposta esperado nao ficou evidenciado, embora possa ser observada uma tendéncia a
redu¢do do comportamento de imobilidade, o que pode ser devido ao insuficiente numero de
animais em cada grupo (n = 6).

Deve-se salientar também, que a ndo observacdo de efeito com a maior dose
administrada ndo ¢ de todo inesperada, considerando-se que os antidepressivos utilizados na
clinica freqlientemente apresentam uma curva de atividade em “U” invertido, ou seja, a partir

de uma determinada dose ideal a atividade tende a ser reduzida.
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Parametros avaliados no Teste do Nado Forgado -
Fluoxetina
30
25
*
20 .
15 I
10
5
0 -
E N | E N | E N | E N |
Controle Fluoxetina 10mg/kg Fluoxetina 20mg/kg Fluoxetina 30mg/kg
N=17 N=6 N=6 N=6

Figura 3. Mediana ¢ intervalo interquartil da contagem dos comportamentos registrados a cada 10 segundos,
durante 5 minutos, no teste do nado forg¢ado em camundongos machos tratados (i.p.) 23h, Sh e 1 hora com 10
mg/kg, 20 mg/kg ou 30 mg/kg de Fluoxetina. Escalar (E), Nadar (N), Imobilidade (I).

* p <0,05 em relagdo ao respectivo grupo controle (Teste de Kruskal-Wallis).

A Fluoxetina ¢ um inibidor de recaptacdo que apresenta maior seletividade
para a serotonina do que para a noradrenalina. Apenas na maior dose avaliada foi possivel
observar, de modo significante, o perfil de resultado esperado, ou seja, reducdo na contagem
do comportamento de imobilidade acompanhado de aumento na contagem do comportamento
de nadar.

O desenvolvimento deste estudo possibilitou o estabelecimento detalhado do
protocolo experimental para avaliacdo de atividade antidepressiva com o uso do Teste do
Nado Forgado. Os resultados obtidos com as drogas-padrio reproduzem, em nossas condi¢des
experimentais e com camundongos, o que ¢ preconizado na literatura para ratos. Deste modo,
estdo estabelecidas as condi¢cdes adequadas para a avaliagdo da atividade antidepressiva em

preparagdes de origem vegetal.
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