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Toi, qui crois que la terre est ronde
Tu ne te doutes pas une seconde
Que ton histoire, pourrait changer

Si tu ne veux plus rester dans I'ombre
Avant qu'un beau jour ne fonde

Tous tes espoirs, que tu te sentes un peu
partout étranger

Viens, il existe un nouveau monde
Ou la lune est toujours blonde
Et les étoiles restent allumées

Ne crois pas tout ce qu'on raconte
Ce qu'on peut lire dans les comtes
Si tu veux voir la liberté

Prends entre tes mains ton destin
Mets les voiles dés ce matin
Pour la planéte ou tu veux vivre

Prends le large rien ne te retient
C'est ta vie elle t'appartient
Si tu veux étre un homme libre

Viens, tu verras la route est longue
Parfois le ciel devient sombre
Mais les nuages sont encore loin

Méme si de fatigue tu tombes
Dans ta course vagabonde
Aie le courage de continuer ton chemin

Dis toi que rien n'est écrit

L'avenir se construit

Il n'y a que toi pour savoir quelles sont
vraiment tes envies

Il n'y a que toi pour savoir quel sens donner
atavie

Prends entre tes mains ton destin
Mets les voiles dés ce matin
Pour la planéte ou tu veux vivre

Prends le large rien ne te retient
C'est ta vie elle t'appartient
Si tu veux étre un homme libre

Rien qu'un homme enfin libre, enfin libre,

enfin libre

Un homme libre - Planéte au Tresor
Disney

Vocé que acredita que a Terra é redonda
Vocé nédo duvida por um segundo
Que a sua histdria, poderia mudar

Se vocé ndo quer mais ficar na sombra
Antes que um belo dia derreta

Todas as suas esperangas, que vocé se sinta
um pouco por todo lado estrangeiro

Venha, existe um novo mundo
Onde a lua é sempre loira
E as estrelas permanecem iluminadas

N&o acredite em tudo que contam
Naquilo que podemos ler nos contos
Se vocé quiser ver, a liberdade

Tome seu destino em suas maos
Ice as velas logo pela manha
Por um planeta onde vocé quer viver

Caia no mundo, nada te retém
E a sua vida, ela te pertence
Se vocé quiser ser um homem livre

Venha, vocé vera, o caminho é longo
As vezes 0 céu escurece
Mas as nuvens ainda estdo longe

Mesmo que a fadiga te derrube
Em seu caminho vagabundo
Tenha coragem de continuar o seu caminho

Diga a vocé mesmo que nada esté escrito

O futuro se constroi

N&o existe ninguém além de vocé para saber
guais sdo, verdadeiramente, os seus desejos
N&o existe ninguém além de vocé para saber
qual dire¢do dar a sua vida

Tome seu destino em suas maos
Ice as velas logo pela manhd
Por um planeta onde vocé quer viver

Caia no mundo, nada te retém
E a sua vida, ela te pertence
Se vocé quiser ser um homem livre

Nada além de um homem enfim livre, enfim
livre, enfim livre

Um homem livre - Planeta do Tesouro
Disney
Traducao livre pela autora desta dissertagéo.



RESUMO

Apesar de varias evidéncias do potencial terapéutico dos Gleos essenciais em diversas
patologias, inclusive em transtornos mentais, os estudos cientificos que comprovam
esse potencial ainda sdo escassos. O objetivo deste trabalho foi investigar e comparar de
forma sistematica os efeitos dos 6leos essenciais de alecrim (Rosmarinus officinalis) e
petitgrain (Citrus aurantium L.) em modelos animais com ratos nos seguintes
parametros: atividade motora, depressdo, ansiedade e aprendizado. Método: foram
utilizados 297 ratos em todo o estudo, sendo: 54 no piloto 1; 66 no piloto 2; 36 no
campo aberto; 36 na esquiva discriminativa; 36 no teste de enterrar esferas; 33 na
natacdo forcada e 36 no experimento de aprendizagem. Os principais resultados
revelaram que: ratos tratados com 100mg/kg (i.p.) de Oleo essencial de alecrim nao
apresentaram diferenca na atividade motora avaliada em campo aberto (p=0.213 teste de
Mann-Whitney), tampouco na aprendizagem da resposta de pressao a barra em caixa de
Skinner (p=0.098 teste de Mann-Whitney), comparados aos ratos controles que
receberam salina 0,9% (1 mL/kg), porém esse mesmo tratamento foi efetivo em
modelos de depressdo (p=0.006 teste de Mann-Whitney) e ansiedade (teste de esconder
esferas - p=0.003 ANOVA). No que diz respeito ao 6leo essencial de petitgrain
administrado em ratos na dose de 30mg/kg (i.p.), ndo observou-se diferenca na
atividade motora (p=0.795 teste de Mann-Whitney), contudo obteve-se efeito ansiolitico
(teste de esconder esferas - p=0.028 ANOVA) e antidepressivo (p=0.001 teste de Mann-
Whitney) em relacdo ao controle. Ademais, 0 6leo de petitgrain proporcionou uma
melhora na aprendizagem (p=0.002 teste de Mann-Whitney) se comparado com 0s
animais do grupo controle e os animais tratados com alecrim. Dessa forma podemos
concluir que ambos os 6leos estudados (alecrim e petitgrain) apresentaram atividades
ansiolitica e antidepressiva nos testes realizados e apenas o 6leo de petitgrain produziu

efeitos na aprendizagem dos animais.

Palavras-chave: 0leos essenciais, Rosmarinus officinalis, Citrus aurantium L.,

depressdo, ansiedade, aprendizado, atividade motora.



ABSTRACT

Despite the ample evidence of the therapeutic potential of the essential oils in various
diseases, including mental disorders, scientific studies that prove this potential remain
still scarce. Thus, our objective was to evaluate systematically the effects of essential
oils of rosemary (Rosmarinus officinalis) and petitgrain (Citrus aurantium L.) in animal
models with rats the following parameters: motor activity, depression, anxiety and
learning. Method: 297 rats were used throughout the study, as follows: 54 in the first
pilot; 66 in the second pilot; 36 in the open field; 36 in discriminative avoidance; 36
balls in burying test; 33 in the forced swimming and 36 in the learning experiment. The
main results show that: rats treated with 100mg/kg (i.p.) of rosemary essential oil
showed no difference in motor activity evaluated in the open field test (p = 0.213 Mann-
Whitney), either on learning in the Skinner box (p=0.098 Mann-Whitney test),
compared to control group that received saline 0.9% (1mL/kg), even though this
treatment was effective in models of depression (p=0.006 Mann Whitney) and anxiety
(test hide spheres - p=0.003 ANOVA).With respect to the essential oil of petitgrain
administered to rats at a dose of 30mg/kg (i.p.), there was no difference in motor
activity (p=0.795 Mann-Whitney test), however it was obtained anxiolytic (marble-
burying test - p=0.028 ANOVA) and antidepressant effect (p=0.001 Mann-Whitney)
compared to the control. Moreover, petitgrain oil provided an improvement in learning
(p=0.002 Mann-Whitney) compared to both the control group and the animals treated
with rosemary. Thus we can conclude that both studied oils (rosemary and petitgrain)
acted as anxiolytic and antidepressant agents in the performed tests and, in addition,

only petitgrain oil also produced effect on the learning task.

Keywords: essential oils, Rosmarinus officinalis, Citrus aurantium L., depression,

anxiety, learning, motor activity.
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INTRODUCAO
1. Historia dos Oleos Aromaticos

O conhecimento do uso de plantas na antiguidade se fez através de tentativas de
acerto e erro pelos ancestrais da civilizagdo humana. Com o passar do tempo, algumas ervas
comecaram a ser utilizadas na culinaria, outras eram queimadas e oferecidas em rituais a Mae
Terra e aos Deuses além de serem utilizadas para fins medicinais.

Durante o periodo neolitico (4000 a.C.) o homem extraia Gleos vegetais de plantas
como: olivas, mamonas e gergelim. Da combinacdo de 6leos extraidos de plantas fragrantes
originou-se a pomada neolitica (CORAZZA, 2002).

Uma civilizacdo que utilizava muito dos conhecimentos sobre as esséncias
aromaticas eram os egipcios que as aplicavam em banhos com unguentos e ungdes alquimicas
em seus processos de enfaixamento e mumificagdo. Ao longo de 1500 anos apds a oitava
dinastia, os egipcios aperfeicoaram seus conhecimentos das propriedades medicinais dos
Oleos aromaticos e de suas perfumarias, alem de aprimorarem a elaboracdo dos unguentos e
dos 0leos. Entretanto, ainda ndo sabiam distinguir o 6leo aromatico medicinal dos perfumes e
muitas vezes o Oleo servia para ambos 0s propositos. Em 1922, quando a tumba de
Tutankamon foi aberta, varios vasos e potes de perfumes foram descobertos, alguns contendo
unguentos solidificados. Acredita-se que estes unguentos eram de dificil obtencéo e por isso
eram usados apenas pelas familias reais e sumos sacerdotes (TISSERAND, 1985).

Os sacerdotes pioneiros na utilizacdo dos 6leos essenciais foram os primeiros a usar a
aromaterapia nas antigas civilizagdes. Quando os dleos aromaticos para fins medicinais se
tornaram mais conhecidos, passaram a ser empregados pelos médicos da época. Na Babilénia
0 Oleo essencial mais utilizado pelos médicos era o cedro o qual fazia parte da rotina de
cuidados com a saude (CORAZZA, 2002).

Os gregos aplicaram o0s conhecimentos adquiridos pelos egipcios sobre as
propriedades dos Oleos aromaticos em sua perfumaria e também na cura de ferimentos. O
médico Marestheus ficou convencido de que certas plantas aromaticas possuiam
caracteristicas estimulantes ou sedativas e mencionou que o 6leo de rosa continha propriedade
refrescante e revigorante para a fadiga mental. Por outro lado, comentou que o 6leo de lirio
quando utilizado em quantidade significativa, causava uma letargia nas funcdes cerebrais
(TISSERAND, 1985).

No final do século X, um médico arabe conhecido como Avicenna, recebeu 0s
créditos pela criacdo do método de destilacdo dos 6leos aromaticos. O mesmo realizou seu



experimento de destilagdo com a rosa (Rosa centifolia), obtendo a fragrancia denominada
“agua de rosas”, a qual se propagou por toda a Europa na época das Cruzadas (TISSERAND,
1985).

Durante o século XVI, Paracelso pesquisava um componente de plantas que
conseguisse produzir a cura, o qual era considerado como “a alma da planta”, sendo
denominada de quintesséncia. Posteriormente os alquimistas passaram a chamar de esséncia o
oleo volatil presente nas plantas. Entretanto, ao perceberem que a composi¢cdo quimica do
Oleo extraido da planta era diferente daquela que estava dentro da mesma, viu-se a
necessidade de diferencié-los, deixando o termo esséncia ao 6leo ainda presente na planta e
6leo essencial ap0ds sua extracdo (SILVA, 1998).

Na cidade de Grasse (sul da Franca), século XIX, a inddstria de perfumes
confeccionava suas fragrancias quase inteiramente de esséncias naturais. Com o crescimento
da inddstria, algumas companhias passaram a pesquisar novas aplicacGes para 0 uso das
esséncias, entre elas estavam as pesquisas de Gattefossé. René Maurice Gattefossé foi um
quimico interessado em pesquisar a utilizagdo cosmética dos 6leos essenciais (TISSERAND,
1985). Ao longo de seu trabalho, ocorreram dois fatos principais que ampliaram seu interesse
quanto aos 6leos essenciais. Primeiramente, ele percebeu que a agdo antisséptica dos 0leos era
superior aquela dos antissépticos quimicos utilizados na época e em segundo lugar, Gattefossé
descobriu a eficacia do 6leo essencial de lavanda puro no tratamento de queimaduras. Essa
descoberta ocorreu acidentalmente em seu laboratério, quando, numa exploséo, queimou uma
de suas maos e imediatamente mergulhou-a no 6leo essencial de lavanda puro, ficando
surpreso ao perceber que a queimadura curou-se rapidamente, sem apresentar sinais de
infeccdo e sem deixar nenhuma cicatriz (TISSERAND, 1985).

2. Oleos Essenciais: visdo geral
2.1. Aromaterapia

Aparentemente o termo “Aromaterapia” foi empregado pela primeira vez por
Gattefossé em um de seus artigos, no qual defendia a ideia de que as substancias naturais
deveriam ser utilizadas preservando sua férmula completa e inalterada, uma vez que seus
préprios experimentos pareciam revelar que alguns componentes dos dleos quando utilizados
individualmente ndo eram t&o efetivos quanto a formula completa da esséncia (TISSERAND,
1985).

O conceito de Aromaterapia, segundo o entendimento de Gattefossé, é um tratamento
por meio dos 6leos essenciais. Estes 6leos aromaticos sdo extraidos pelo método de destilacéo



das folhas, flores e cascas das plantas, sendo seus efeitos terapéuticos (sejam eles fisicos ou
psiquicos), resultados dos principios ativos existentes nesses 6leos volateis (SILVA, 1998).

2.2. Estrutura quimica

A reacdo de fotossintese realizada pelas plantas € um processo denominado de
metabolismo primario, ou seja, a planta ndo sobreviveria em seu ambiente sem a fotossintese
e, como consequéncia, sem a formacdo de seus produtos finais. Os outros compostos
produzidos que ndo estejam relacionados com o processo de fotossintese sdo chamados de
metabolitos secundarios, como por exemplo: alcaloides, glicosideos, saponinas, taninos,
terpenos entre outros (PRICE S.; PRICE L., 2007).

Desta maneira, sabe-se que os 6leos essenciais derivam do metabolismo secundéario
das plantas. Sua estrutura quimica é composta principalmente por atomos de carbono, de
hidrogénio e oxigénio (SILVA, 1998). Assim, é possivel direcionar os 6leos essenciais a duas
categorias principais, sendo elas: (1) terpenos e seus derivados; e (2) derivados de
fenilpropano, sendo que o primeiro é produto da via do mevalonato e o segundo da via do
chiquimato (ver Figura 1 abaixo) (LAVABRE, 2005; PRICE S.; PRICE L., 2007).
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Figura 1. Sintese de Metabdlitos Secundarios

Fonte: Price, S. e Price, L. (2007).



2.2.1. Compostos Terpénicos

Os compostos terpénicos sdo considerados hidrocarbonetos por apresentarem apenas
atomos de carbono e hidrogénio em sua estrutura quimica. Os terpenos possuem um nucleo
principal de isopreno, uma cadeia de cinco atomos de carbono. Os sesquiterpenos sdo outras
importantes moléculas que apresentam o isopreno como ndcleo principal e derivam da mesma
via de biossintese dos terpenos (SILVA, 1998; LAVABRE, 2005; PRICE S.; PRICE L.,
2007).

Conforme ha o agrupamento das moléculas de isopreno, o composto quimico
formado possui diferentes estruturas e nomenclaturas. Os monoterpenos sdo formados por
duas moléculas de isoprenos, ou seja, possuem dez atomos de carbono e sdo comumente
encontrados nos Oleos essenciais, enquanto que 0s sesquiterpenos sao constituidos por trés
unidades de isopreno (tendo quinze atomos de carbono) e os diterpenos compostos por quatro
isoprenos (possuindo vinte atomos de carbono). Moléculas superiores aos diterpenos nao séo
encontradas nos Oleos essenciais, pois seu peso molecular excede o limite alcancado pelo
processo de destilacdo. Além disso, os hidrocarbonetos possuem junto a sua estrutura um
grupamento funcional, que contribui para definir as propriedades de seus 6leos essenciais
(PRICE S.; PRICE L., 2007).

2.2.2. Derivados de Fenilpropano

Os derivados de fenilpropano sdo formados pela via do chiquimato e contém em sua
estrutura uma cadeia lateral com trés atomos de carbono ligados a um anel fenilico, formando
uma molécula com nove atomos de carbono (SILVA, 1998; PRICE S.; PRICE L., 2007).

As moléculas de fenilpropano também se modificam com a interacdo dos
grupamentos funcionais, proporcionando algumas alteragdes em suas propriedades
(LAVABRE, 2005). Dentre os compostos quimicos podemos citar: eugenol (encontrado no
cravo e na canela) cujas propriedades envolvem acdo antisséptica, fungicida e anestesica;
anetol (presente no anis, manjericdo e salsa) que possui propriedades estimulantes das
secrecOes gastricas e salivares, entre outros (ver Figura 2 abaixo) (SILVA, 1998).



A COMPOSICAO QUIMICA DOS OLEOS ESSENCIAIS
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Figura 2. Compostos Terpénicos e Derivados de Fenilpropano

Fonte: Lavabre (2005).

2.3. Formas de aplicagdo

Os métodos mais conhecidos para aplicacdo dos 6leos essenciais sdo as massagens e
0s banhos arométicos (TISSERAND, 1985; SILVA, 1998; LAVABRE, 2005).

Além da massagem e do banho aromaético, existem outras maneiras de aplicacdo dos
Oleos essenciais, como por exemplo, a aromatizacdo ambiental, para a qual se utiliza um
aromatizador elétrico ou um rechd que, ao serem aquecidos, volatilizam os 6leos essenciais
pelo ambiente. Ha ainda o método de inalacdo, que pode ser seca, pingando o 6leo essencial
num lenco e em seguida direcionando o len¢co ao nariz sem encosté-lo, ou Umida quando se

pinga o 6leo em agua quente e inala-se o vapor (SILVA, 1998).



2.4. Acoes e Potencial terapéutico

Os Oleos essenciais possuem um grande potencial terapéutico. Varias sdo as
propriedades dos 0Oleos essenciais ja estudadas. Dentre elas podemos citar: a) acdo renal, onde
0 6leo de junipero estimula filtracdo glomerular e aumenta a excre¢do de sddio e potassio
(TISSERAND, 1985), bem como atua como protetor renal ao reverter completamente a
diminuicdo do clearence de linulina causada por uma droga que evita a rejeicdo de tecidos
transplantados (BUTANI et al., 2003); b) acéo sobre o trato digestorio, sendo que a hortel-
pimenta e o cardamono estimulam a secrecdo salivar e gastrica, além de possuirem acdes
carminativa (facilita a liberacdo de gases do estdbmago e do intestino), antiespasmaodica e
digestiva (TISSERAND, 1985; LENT, 2008); c) acOes endocrinas: os 6leos essenciais de
geranio, alecrim e sélvia s@o considerados estimulantes do cortex da adrenal (SILVA, 1998),
enquanto o 6leo de hortela atua como estimulante da glandula hipdfise (GATTEFOSSE, 1928
apud TISSERAND, 1985); d) acGes antimicrobianas: Azerédo et al. (2012) pesquisaram a
acdo antimicrobiana do Odleo essencial de alecrim contra uma bactéria gram-negativa
(Aeromonas hydrophila) e constataram que o 6leo aumentou a liberacdo de material
citoplasmatico, bem como alterou a morfologia da bactéria inibindo sua viabilidade; €) acoes
anti-inflamatorias: o 6leo de tea tree (Melaleuca alternifolia) apresenta atividade anti-
inflamatdria em testes com camundongos, nos quais seus componentes quimicos (terpineno-
4-o0l ¢ a-terpineol) regularam o edema associado com uma resposta de hipersensibilidade de
contato (BRAND et al., 2002).

Além das acOes citadas os 0Oleos essenciais podem ser destacados por sua a¢do no
sistema nervoso central. Os Gleos essenciais podem tanto estimular como deprimir a atividade
neuronal. Nesse sentido, os dleos considerados estimulantes tém potencial terapéutico para
atuar em transtornos de depressdo, na fadiga, em distrbios de memoria, entre outros
(TISSERAND, 1985). Por outro lado 6leos depressores da atividade cerebral podem auxiliar
no combate & insbnia e estados de ansiedade como nervosismo e histeria (TISSERAND,
1985).

2.4.1. Agdes no Sistema Nervoso Central
As acles dos Oleos essenciais foram testadas em diversos modelos animais de
psicopatologias, tais como depressao, ansiedade, memdria, atividade motora, entre outros.
Seol et al. (2010), utilizaram os 6leos de camomila, salvia, alecrim e lavanda no teste
de natacdo forcada em ratos (modelo de depressdo em animais - PORSOLT et al., 1977a).

Todos os oOleos injetados intraperitonealmente reduziram o tempo em que oS animais



permaneceram imoveis na natagdo forcada, quando comparados ao grupo controle, sugerindo
uma acdo antidepressiva dessas substancias. No caso do 6leo de salvia (Salvia sclarea), a acéo
antidepressiva foi bloqueada pala administracdo prévia de SCH-23390 (antagonista seletivo
do receptor dopaminérgico - D1) ou a haloperidol (antagonista dos receptores dopaminergicos
- D2, D3 e D4).

No mesmo sentido, em uma pesquisa realizada com roedores, Bradley et al. (2007)
testaram os efeitos da exposicdo do 6leo de lavanda de duas maneiras: durante 24 horas e de
forma repetida (exposicdo durante 2 semanas) no labirinto em cruz elevado (modelo de
ansiedade em animais - PELLOW et al. 1985). Constataram que a exposi¢do por 24 horas
mostrou um efeito ansiolitico leve, enquanto que a exposi¢do durante 2 semanas foi mais
eficaz, apresentando um aumento no nimero de entradas e de mergulhos realizados no bracgo
aberto, e ao compararem com o diazepam, concluiram que a exposi¢do cronica do 6leo
essencial de lavanda teve efeito similar a administracdo repetida do diazepam (uma droga
ansiolitica classica - STERNBACH, 1979). Refor¢ando as propriedades ansioliticas dos 6leos
essenciais, Almeida et al. (2004), utilizaram o 6leo essencial de rosa, também no labirinto em
cruz elevado, e verificaram que 0 mesmo possuia acéo ansiolitica similar ao diazepam.

Com relacdo aos 6leos citricos, Ceccarelli et al. (2004) realizaram um estudo em que
expuseram ratos de ambos 0s sexos ao 6leo essencial de limdo por 12 dias dentro da gaiola
moradia. Ap0s a exposicao realizaram testes de ansiedade e dor. Esses autores observaram
gue 0s animais permaneceram menos tempo nos bragos abertos do labirinto em cruz elevado,
indicando atividade ansiogénica dessa substancia. Além disso, uma acgdo antinociceptiva
apenas nas fémeas também foi encontrada. Os autores acreditam que o hipotdlamo é o
principal centro de atuagdo do 0Oleo essencial de limdo, quando utilizado por inalagéo, tendo
em vista a conhecida relagdo funcional entre o sistema olfatorio e os ndcleos hipotalamicos.

Por outro lado, em outro estudo, Komiya, Takeuchi e Harada (2006) utilizaram os
6leos de lavanda, rosa e limdo nos modelos de depressdo (natacdo forcada), atividade motora
(campo aberto) e ansiedade (labirinto em cruz elevado) em camundongos. O 6leo de limao foi
administrado por inalacdo, durante 90 min antes da realizacdo dos testes, foi efetivo nos trés
modelos, promovendo diminui¢cdo no tempo de imobilidade na natacdo forcada; significante
reducdo na atividade locomotora no campo aberto e um aumento no nimero de entradas e no
tempo de permanéncia no braco aberto do labirinto em cruz elevado. Esses dados sé&o
sugestivos de uma acdo antidepressiva, depressora de atividade motora e ansiolitica dessa

substancia. Aprofundando as investigacdes, esses mesmos autores sugerem que seus efeitos



foram resultantes de uma interferéncia com a liberagdo de diferentes neurotransmissores:
serotonina, dopamina e &cido gama-aminobutirico (GABA).

Comparando os dados de Komiya, Takeuchi e Harada (2006) com os resultados
obtidos por Ceccarelli et al. (2004), podemos supor que o0 tempo de exposi¢do aos 6leos
essenciais € um fator importante a ser considerado, podendo inclusive levar a resultados
opostos.

Ainda com relacdo aos 6leos citricos, Pultrini, Galindo e Costa (2006) utilizaram o
oleo de laranja (Citrus aurantium L.) nas doses de 500mg/kg e 1000mg/kg em dois modelos
para estudo de ansiedade: 1) teste claro/escuro (light-dark box) que consiste em analisar o
comportamento aversivo e inato do rato a um estimulo luminoso; 2) teste de esconder esferas
(marble-burying) que consiste em colocar os ratos em uma caixa com discos de vidro
posicionados sobre sua cama de serragem e verificar seu comportamento de enterrar 0s
discos. A acdo de ambas as doses do 6leo de laranja foi comparavel aquela do diazepam no
teste do claro/escuro e foram superiores aos efeitos dele no teste de esconder esferas.

Pesquisas com humanos também sao realizadas. Assim podemos citar o trabalho de
Lehrner et al. (2005) que realizaram uma pesquisa em um consultério odontologico, onde
colocaram 0s Oleos essenciais de lavanda e de laranja (em ambientes separados e em
momentos distintos) num aromatizador e constataram através de questionarios (State-Trait
Anxiety Inventory (STAI) que avalia ansiedade tragco e estado; Mehrdimensionale
Befindlichkeitsfragebogen (MDBF) que avalia o humor atual, o estado de alerta e a calma),
que 0s pacientes expostos tanto ao 6leo de lavanda quanto ao de laranja estavam menos
ansiosos para a consulta, além de demonstrarem um nivel maior de tranquilidade quando
comparados aos do grupo controle, sugerindo que as acles ansioliticas observadas em
modelos animais tém correspondéncia também em humanos.

Em outro estudo envolvendo humanos, verificou-se a atividade de dleos essenciais
de sélvia de diferentes espécies em processos cognitivos de memdria e concluiu-se que o
grupo de voluntarios submetidos a esséncia do 6leo de séalvia da espécie Salvia officinalis teve
um melhor desempenho nos testes de memoria quando comparado ao grupo controle (MOSS
et al., 2010). Resultado semelhante ja havia sido obtido para o alecrim e lavanda, sendo o
primeiro superior em melhorar o desempenho na qualidade da memoria (MOSS et al., 2003).
Além disso, 0 mesmo grupo de pesquisa sugere que os efeitos observados em diferentes
estudos devem resultar de uma combinacdo de diversos fatores, tais como farmacologicos,
cognitivos e emocionais, chamando a atencdo para a necessidade de uma investigacdo

sistematica dessas substancias (MOSS et al. 2008).



3. Definicdo dos Transtornos de Ansiedade e Depresséo

Os transtornos de ansiedade e depressdo podem ser conceituados de algumas
maneiras diferentes através das diversas areas da saude como, por exemplo, atraves da
farmacologia em que a hipdtese mais aceita dos transtornos de ansiedade baseia-se no
envolvimento dos neurotransmissores serotonina (5-HT), noradrenalina (NA), o glutamato e o
Acido Gama-Amino-Butirico (GABA) (MARAZZITI et al., 2014) e, com relacdo aos
trantornos depressivos, a hipotese mais aceita a respeito de seu mecanismo biologico é a
teoria da deficiéncia de monoaminas, hipotetizando que 0s sintomas depressivos Sao
decorrentes de niveis reduzidos de 5-HT e NA (HAMON; BLIER, 2013).

Outra maneira de se conceituar os transtornos de ansiedade e depressao é por meio
da psiquiatria através do Manual Diagndstico e Estatistico de Transtornos Mentais (DSM-1V-
TR) que discerne os diversos tipos de ansiedade e depressdo de acordo com caracteristicas
psico-sociais e sintomas fisicos observados em pacientes com os transtornos citados. Um
exemplo de transtorno de ansiedade similar aquele provocado pelos modelos animais do
presente estudo, seria a fobia especifica que é conceituada como um medo acentuado e
persistente de situagcdes ou objetos claramente discerniveis e, quando o individuo é exposto ao
estimulo fobico, 0 mesmo apresenta uma resposta imediata de ansiedade (MANUAL, 2008).
Com relacdo ao transtorno depressivo, pode-se citar o transtorno depressivo maior que é
caracterizado por um ou mais episodios depressivos maiores, nos quais o individuo possui,
essencialmente, um humor depressivo, perda do prazer pelas astividades que realiza ou ainda
perda de interesse por um periodo minimo de duas semanas, ainda, estes episodios podem
estar acompanhados de alteragdes no apetite ou peso, diminui¢do da energia, dificuldades para
pensar, entre outros (MANUAL, 2008).

4. Oleos de Alecrim e Petitgrain

Dentre os Oleos essenciais podemos destacar os 0Oleos de alecrim (Rosmarinus
officinalis) e petitgrain (folhas de Citrus aurantium L.). Além de serem muito populares,
devido ao seu preco, e de serem acessiveis a populacdo em geral, esses 6leos vém sendo
objetos de vérios estudos farmacoldgicos buscando a comprovagdo cientifica de seus

potenciais terapéuticos.
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4.1. Oleo essencial de Alecrim (Rosmarinus officinalis)

O alecrim é uma planta semiarbustiva podendo atingir até dois metros de altura. Ele é
natural da regido mediterranea, sendo facilmente encontrado préximo aos litorais
(CORAZZA, 2002). Na medicina popular o alecrim é utilizado pelos seus efeitos analgésicos,
contra a constipagdo, entre outros. Sua folha é utilizada na culindria como condimento
(STASI et al., 2002) e € o elemento necessario para a extracdo do 6leo essencial (SILVA,
1998).

4.1.1. AcOes gerais

Um dos efeitos mais comumente observados com o 0leo de alecrim é sua acao
antimicrobiana. O 6leo essencial e dois de seus compostos (a-pineno e 1,8-cineol) foram
pesquisados por Jiang et al. (2011) em cepas bacterianas gram-positivas (Staphylococcus
epidermidis, Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis), gram-negativas (Proteus vulgaris,
Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli) e células fangicas (Candida albicans e
Aspergillus niger) através do teste de concentragdo minima inibitéria (MIC) e concentragédo
bactericida minima (MBC). Em seus resultados, o 6leo se mostrou mais eficaz na acéo
antimicrobiana do que seus componentes a-pineno e 1,8-cineol quando utilizados sozinhos.
Os autores explicam que, provavelmente, pelo fato do Oleo possuir uma mistura de
componentes quimicos, seus efeitos podem estar relacionados a sinergia entre 0s mesmaos.
Azerédo et al. (2012) também pesquisaram a agdo antimicrobiana do 6leo essencial de
alecrim contra uma bactéria gram-negativa (Aeromonas hydrophila) e constataram, através da
analise do consumo de glicose e observagdo por microscopia eletrénica que o 6leo aumentou
a liberacdo de material citoplasmatico, alterou a morfologia da bactéria e reduziu seu
consumo de glicose, inibindo assim sua viabilidade. Outros estudos também demonstram
atividade semelhante (IRKIN; ABAY; AYDIN, 2011; ZAOUALI; BOUZAINE; BOUSSAID,
2010).

Além do efeito antimicrobiano, o 6leo também apresenta acdo anti-inflamatoria e
antinociceptiva, como é demonstrado na trabalho de Takaki et al. (2008). Nesse estudo
observou-se que o 6leo essencial de alecrim administrado por via oral em varias doses (250,
500 e 750mg/kg) exibiu uma atividade anti-inflamatéria e antinociceptiva periférica.
Resultados semelhantes foram obtidos por Melo et al. (2011) em relacdo ao efeito anti-
inflamatorio, relacionando essa acdo a uma atividade inibitdria da migracéo leucocitaria.
Ademais Mengoni et al. (2011) sugerem, através de seus estudos, que 0s componentes mais

abundantes presentes no extrato de alecrim (acido carndsico e carnosol) podem ser Uteis como
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anti-inflamatorios, apresentando menos efeitos colaterais do que os medicamentos de uso
comum. Por outro lado a acdo sobre os mecanismos de nocicepcdo parecem ser derivados da
atuacdo dessa substancia como agonista em receptores adrenérgicos dos tipos ol e o2
(SAGORCHEV; LUKANOV; BEER, 2010).

4.1.2. Ac0es sobre o sistema nervoso central

Vaérios estudos tém apontado para o potencial terapéutico das preparacGes de alecrim
em tratar transtornos de humor e memodria.

No que diz respeito a depressdo, além do trabalho de Seol et al. (2010), citado
anteriormente, um estudo conduzido em camundongos mostrou que o extrato hidroalcodlico
de alecrim (em doses variando de 1 a 300 mg/kg administrado por via oral, de forma aguda ou
repetida) foi efetivo em dois modelos de depresséo, o de natacdo forcada e o de suspensdo
pela cauda (MACHADO et al., 2009). Em humanos, Sanders et al. (2002) demonstraram que
0 Oleo essencial de alecrim (bem como o de lavanda) promoveu mudancas assimétricas no
eletroencefalograma de adultos e criangas, mudancas essas compativeis com estados positivos
de humor, sugerindo um potencial antidepressivo dessas substancias.

No que diz respeito a ansiedade, McCaffrey, Thomas e Kinzelman (2009)
demonstraram que tanto o 6leo essencial de alecrim como o de lavanda reduziram os niveis de
ansiedade em estudantes de enfermagem, reduzindo os escores de ansiedade, a pulsacao e
também a percepgdo de ansiedade dos sujeitos.

Também em estudos envolvendo memoria foram encontrados beneficios da utilizagéo
de preparacdes de alecrim. Nesse sentido, Pengelly et al. (2012) observaram que a
administracdo de pé de folhas secas de alecrim melhorou a memdria de idosos em um teste de
cognicdo. Uma vez que esse efeito positivo foi observado em doses proximas daquelas que
podem ser utilizadas na culinéria esses autores ressaltam a importancia de estudos mais
aprofundados a respeito dessa possivel aplicacdo terapéutica. Resultados semelhantes sobre a

memoria foram obtidos por Moss et al. (2003), conforme citado anteriormente.

4.2. Oleo essencial de Petitgrain (Citrus aurantium L.)

O Oleo de petitgrain ¢é extraido das folhas de laranja azeda através do método de
destilacdo. Sua arvore é comumente encontrada na Espanha, Africa do Norte, Estados Unidos
e nas Américas Centrais e do Sul (LAVABRE, 2005). Entretanto, pouco se sabe sobre este
oleo, uma vez que seu conhecimento na literatura ainda é muito escasso, tendo mais estudos

sobre a casca da laranja do que sobre suas folhas.
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4.2.1. AcOes gerais

A acdo antimicrobiana de varios 6leos essenciais de laranja (sendo o C. aurantium
um deles) foi avaliada em um estudo realizado por Belletti et al. (2004), contra a levedura
Saccharomyces cerevisiae isolada de refrigerante estragado. Os autores verificaram que a
melhor agdo antimicrobiana contra S. cerevisiae se fez no 6leo essencial de citron. Por outro
lado, Fisher e Phillips (2006), ao realizarem um estudo pesquisando a a¢do antimicrobiana dos
Oleos de C. sinensis e C. bergamia contra algumas bactérias (Campylobacter jejuni,
Escherichia coli 0157, Listeria monocytogenes, Bacillus cereus e Staphylococcus aureus)
verificaram que o 6leo de C. bergamia foi o que melhor apresentou acdo inibitoria dessas
bactérias, sendo que as gram-positivas foram mais suscetiveis que as gram-negativas. Esses
autores concluiram que o 6leo de C. bergamia poderia ser utilizado no combate aos agentes
causadores comuns de intoxicacdo alimentar.

O efeito do 6leo essencial da casca de Citrus aurantium L. também foi testado em
modelo de Ulcera gastrica de camundongos (MORAES et al., 2009). O dleo na concentragdo
de 250mg/kg proporcionou uma significante protecdo gastrica contra agentes agressores como
os anti-inflamatdrios néo-esteroidais e contra o etanol, sugerindo que um aumento na

producdo de muco poderia ser responsavel por essa protegéo.

4.2.2. Ac¢bes no Sistema Nervoso Central

Freitas e Costa (2002) avaliaram a atividade ansiolitica e sedativa do 6leo essencial
da casca de Citrus aurantium L. (500 ou 1000mg/kg) e do extrato hidroetandlico (1000mg/kg)
de suas folhas nos modelos de labirinto em cruz elevado, campo aberto e sono induzido por
pentobarbital. Seus principais resultados indicaram que o 6leo essencial aumentou o tempo de
permanéncia nos bracos abertos do labirinto em cruz elevado (atividade ansiolitica), enquanto
que o extrato ndo apresentou diferenca quando comparado ao grupo controle. Com relacdo ao
teste de sono induzido por pentobarbital, tanto o 6leo como o extrato nas concentracfes de
1000mg/kg aumentaram o tempo de sono induzido pelo barbitdrico (potencial ansiolitico,
sedativo e hipnético).

No mesmo sentido, Saiyudthong e Marsden (2011) demonstraram que o Oleo
essencial de bergamota (Citrus aurantium subsp. bergamia) se mostrou efetivo em dois
modelos de ansiedade (labirinto em cruz elevado e prancha vazada — hole board). Além disso,
esses mesmos autores verificaram que o 6leo essencial de bergamota também conseguiu
reduzir os niveis plasmaticos de corticosterona (um indicador de estresse). Estes resultados

estdo de acordo com o estudo realizado por Pultrini, Galindo e Costa (2006) ja citado
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anteriormente, além de outros estudos realizados com diferentes tipos de Citrus (C. sinensis,
C. paradisi) que também relataram a atividade ansiolitica do 6leo essencial e extratos da folha
(FATURI et al., 2010; GUPTA et al., 2010).

A depressao é um possivel alvo de tratamento pelo 6leo de petitgrain. Apesar de ndo
haver trabalhos especificos sobre as agBes do mesmo, véarios Oleos citricos tém sido
implicados com melhoras em sintomas de depresséo, tanto em humanos como em modelos
animais. Assim, Komori et al. (1995) relataram que odores de limdo mostraram potencial
antidepressivo no teste de natacdo forcada, sendo um efeito especifico ndo exibido por
nenhum outro odor testado (jasmim, ylang-ylang, cravo, séandalo, hortela-pimenta, lavanda,
rosa, canfora e pinho). Na mesma linha, a nobiletina, um alcaloide encontrado em frutas
citricas exibiu atividade antidepressiva nos modelos de natacdo forcada e suspensdo pela
cauda (Yl et al. 2011).

A nobiletina também melhora o déficit de meméria que camundongos transgénicos
(APP-SL 7-5 Tg camundongo), apresentam em modelos de Alzheimer (ONOZUKA et al.,
2008). De fato, 0s 0leos essenciais citricos parecem ter acdo antioxidante. Tundis et al. (2012)
realizaram um estudo comparativo entre os 0leos extraidos da casca de Citrus aurantium L.,
C. aurantifolia Swingle e C. bergamia Risso & Poit em sua capacidade antioxidante e
atividade inibitéria da acetilcolinesterase. Através de analises de cromatografia
gasosa/espectrometria de massa, teste antioxidante realizado com 2,2-Diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH), captura do radical livre (ABTS), branqueamento por (3-caroteno e o
método de espectrofotometria (LOI1ZZO et al., 2009 apud TUNDIS et al., 2012) obtiveram
como principais resultados que o 6leo de C. bergamia apesentou melhor acdo antioxidante no
teste do B-caroteno enquanto que os Oleos de C. aurantium L. e C. aurantifolia Swingle
exerceram melhor atividade inibitéria na acetilcolinesterase, concluindo que estes 0Oleos
poderiam ser interessantes no auxilio de tratamentos de doencas neurodegenerativas, como
por exemplo, na doenga de Alzheimer.

Apesar do grande potencial terapéutico, a utilizacdo de Oleos essenciais para
tratamento de diferentes patologias ainda permanece no campo do empirismo, sendo restrito a
terapias alternativas. Nesse sentido, o conhecimento cientifico disponivel a respeito de sua
efetividade é ainda muito pequeno mas, mesmo esses poucos dados ja fornecem evidéncias
que justificam o aprofundamento da investigacao de suas propriedades, principalmente no que
se refere a transtornos mentais. Desta maneira, acredita-se ser extremamente interessante a
busca de mais evidéncias para se identificar em quais patologias essas substancias poderiam,

potencialmente, ser utilizadas terapeuticamente, pelo menos como adjuvantes as medidas
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terapéuticas habituais. Uma investigacdo sistematica na tentativa de se estabelecer a melhor
via de administracdo, tempo e doses de tratamento e a forma de oferecimento também poderia
contribuir sobremaneira para nosso conhecimento sobre o potencial terapéutico dessas
substancias. A utilizacdo de modelos animais se justifica ndo apenas pela facilidade de
realizacdo das diversas manipulag¢fes desejadas, mas também pela auséncia do efeito placebo
guando os experimentos sdo realizados em animais, além do melhor controle de variaveis

interferentes.

OBJETIVOS
5. Objetivo Geral

Investigar e comparar os efeitos dos 6leos essenciais de alecrim (Rosmarinus
officinalis) e petitgrain (Citrus aurantium L.) em modelos comportamentais de atividade
motora, depressdo, ansiedade e aprendizado em ratos.

5.1. Objetivos Especificos
v Campo aberto: Analisar a atividade motora dos animais através dos parametros de
locomocdo (central, periférica e total) e de duragdo de imobilidade, bem como,
com os dados obtidos analisar a possibilidade de resultados falso-positivos nos
demais experimentos;

v/ Esquiva Discriminativa: Analisar 0s niveis de ansiedade apresentados pelos

animais por meio da comparagao dos tempos de permanéncia nos bragos fechados
aversivo e ndo-aversivo na sessao de teste e por meio da comparacgdo do tempo de
permanéncia nos bracos abertos do aparelho;

v' Enterrar Esferas: Analisar os niveis de ansiedade por meio da comparacdo da

guantidade de esferas enterradas pelos animais dos trés grupos experimentais;

v" Natacdo forcada: Analisar os niveis de depressdo através da comparagdo do tempo
total de imobilidade apresentado pelos animais dos grupos experimentais na
sessdo de teste.

v Aprendizagem: Analisar a aprendizagem de um novo comportamento por meio da

comparacdo do tempo total de duracdo das etapas de treino ao bebedouro e
modelagem em todos 0s grupos experimentais, bem como, também avaliar a
necessidade ou ndo de mais de uma sessdo experimental para o aprendizado do

comportamento de pressao a barra.
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METODO
6. Sujeitos

Foram utilizados em todo estudo 297 ratos albinos, ingénuos, de Linhagem Wistar,
com 3 meses de idade no inicio dos experimentos organizados em grupo experiemental e
controle conforme detalhamento abaixo. Os animais foram mantidos no biotério da Faculdade
de Saude da Universidade Metodista de Sdo Paulo, com temperatura de (24 + 1 °C) e umidade
(45%) controladas e com ciclo claro/escuro de 12/12 horas e em condi¢des de alimentacéo
“ad Libtum”.

Oleos essenciais (Alecrim e Petitgrain):

Campo Aberto: Grupo experimental (n=12), Controle (n=12);

Esquiva Discriminativa: Grupo experimental (n=12), Controle (n=12);

Enterrar Esferas: Grupo experimental (n=12), Controle (n=12);

Natacao Forcada: Grupo experimental (n=11), Controle (n=11);

Aprendizagem: Grupo experimental (n=12), Controle (n=12);

7. Cuidados Eticos

Todos os procedimentos foram submetidos & Comissdo de Etica para o Uso de
Animais, CEUA-Metodista, e iniciaram apds sua aprovagao, protocolo n° 100/2012.

Os animais foram cuidadosamente acompanhados durante todo o periodo de
experimentacdo para que a saude e integridade fisica dos mesmos fossem preservadas. O
biotério possui técnicos que, além da aluna e docentes envolvidos no projeto, permaneceram
em tempo integral no cuidado ambiental e alimentar dos animais utilizados na pesquisa. As
gaiolas viveiro foram higienizadas a cada dois dias para o controle de doengas e manutencéo

do bem-estar dos animais.

8. Eutanasia

Ap0s a realizacdo do projeto os animais foram eutanasiados em camara de CO, e este
procedimento seguiu as orientacdes do Comité de Etica para o Uso de Animais (CEUA-
Metodista).
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9. Local da Pesquisa

Os procedimentos experimentais foram realizados nos Laboratérios do Nucleo de
Pesquisas Bioldgicas e de Analise Experimental do Comportamento da Faculdade da Saude
da UMESP.

10. Analise Estatistica

As analises dos dados foram realizadas no programa de estatistica SPSS v.20 para
Macintosh. Foi feito o teste de normalidade de Shapiro-Wilk em todos os dados e, ap6s sua
realizacdo, os dados que se apresentaram como ndo-normais foram analisados através de
testes ndo-paramétricos e 0s que se mostraram como normais foram analisados através de
testes parameétricos.

Assim, com relacdo a analise ndo paramétrica, utilizou-se o teste de Mann-Whitney
nas amostras independentes para comparagdes entre dois grupos; para amostras pareadas foi
utilizado o teste Wilcoxon pareado e o teste de Qui-quadrado foi utilizado para verificar a
relacdo na quantidade animais que aprenderam ou ndo no experimento de aprendizagem.
Referente a analise paramétrica, utilizou-se a andlise de variancia (ANOVA) seguida pelo
teste de Scheffe na anélise de amostras independentes para compara¢Ges de mais de trés

grupos.

11. Procedimento de Administracéo dos Oleos
Foram realizados dois pilotos, o primeiro visava determinar a melhor via de
administracdo dos Gleos essenciais e, para isto, foram utilizados 54 animais, distribuidos em
trés grupos: controle (n=6, em cada via de administracdo), alecrim (n=6, em cada via de
administracdo) e petitgrain (n=6, em cada via de administracdo). As seguintes vias foram
testadas para os dois 6leos essenciais, sendo as doses utilizadas em cada via idénticas para as
duas substancias, como segue:
v Via Oral (por gavagem no volume de 2 mL/kg) na dose: 500 mg/kg;
v Via Intraperitoneal (no volume de 1 mL/kg) na dose: 250 mg/Kkg;
v" Via Inalatéria através de algoddo embebido com solucdo 15% (6leo
essencial/6leo mineral) inserido na gaiola moradia.
Todas as administracdes foram realizadas 30 minutos antes dos experimentos. Os
animais foram testados no campo aberto e os procedimentos para este teste foram descritos

abaixo. Como grupo controle foram utilizados animais tratados da mesma forma, pelas
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mesmas vias e com igual volume, porém ao invés da administracdo dos 6leos essenciais foi
aplicado o veiculo (solu¢do de Tween 80 a 1% em salina 0,9% Vv/v).

No segundo piloto, foram testadas cinco diferentes doses (10mg/kg; 30mg/Kkg;
100mg/kg; 300mg/kg e 450mg/kg) das duas diferentes substancias, com o intuito de se
estabelecer a melhor dose a ser utilizada em todos os experimentos. A administragdo foi
realizada 30 minutos antes dos experimentos e 0s animais foram testados, novamente, no
campo aberto. O grupo controle recebeu o mesmo tratamento pela via escolhida e igual
volume de veiculo (solucdo de Tween 80 a 1% em salina 0,9% v/v) totalizando 66 animais
para este segundo piloto.

Com a escolha da via intraperitoneal e a melhor dose para cada 6leo essencial,
estabelecidas nos pilotos, os grupos experimentais foram tratados como segue:

v" Controle - solucéo de Tween 80 a 1% em salina 0,9% v/v;
v Alecrim — 100mg/kg;
v' Petitgrain — 30mg/kg.

12. Modelos animais

O desenvolvimento de modelos animais foi estimulado por diversas razdes, como: a)
pela necessidade pratica de selecionar novas drogas com potencial terapéutico; b) aprofundar
0 conhecimento dos mecanismos moleculares envolvidos nas psicopatologias; c) estudar
principios da aprendizagem, entre outros (GRAEFF et al., 1999; NESTLER; HYMAN, 2010).
Todavia, estes modelos necessitam ser validados através de alguns critérios além do uso da
resposta farmacologica, como por exemplo, o critério de analogia, nos quais as condi¢des
experimentais e 0s comportamentos observados no teste sdo similares aos sintomas e
manifestacdes clinicas; ou ainda, pelo critério de homologia onde é necessario que 0s
processos psicobioldgicos responsaveis pelos sintomas da patologia estejam presentes no
modelo utilizado (GRAEFF et al., 1999).

12.1. Campo aberto - anéalise da atividade motora
Os pilotos 1 e 2 foram realizados com n=6 animais em cada grupo experimental,
enquanto que, no experimento de campo aberto realizado apds os pilotos, utilizou-se n=12
animais em cada grupo (controle, alecrim e petitgrain).
Foram avaliadas as atividades gerais dos animais por meio de observacédo direta em
um campo aberto, que consiste em uma arena circular de madeira com 97 cm de diametro e

32,5 cm de altura, forrada com férmica branca. O fundo desta arena é dividido por meio de 3
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circulos concéntricos em trés porcdes, que por sua vez, sao subdivididas através de segmentos
de retas, perfazendo um total de 19 partes aproximadamente iguais.

Foi realizada apenas uma sessdo experimental, sendo que, cada animal dos grupos
alecrim e petitgrain receberam os 0leos essenciais, 30 min antes de serem colocados no
campo aberto.

No dia do experimento cada animal foi colocado, individualmente, no centro da
arena do campo aberto, sendo observado por um periodo de 5 minutos. Os animais dos grupos
controle e experimentais foram observados intercaladamente. Entre as observagdes de cada
animal, o campo aberto foi limpo com uma solugéo de &gua-alcool 5%. Ao término da sessdo
0s animais foram eutanasiados.

Do repertorio comportamental de um rato colocado em um campo aberto 0s
parametros indicativos de sua ATG registrados foram: frequéncias de locomocéo, levantar,
limpeza, duracGes de imobilidade e defecacéo.

Cada unidade de locomocéo corresponde ao ato de o animal penetrar, com as 4 patas,
em uma das divisfes do chdo da arena; cada unidade de levantar corresponde a postura de o
animal permanecer apoiado somente nas patas posteriores, com o tronco perpendicular ao
chéo da arena tendo a cabeca dirigida para cima e tocando, ou ndo, com as patas anteriores as
paredes do campo aberto. O parametro limpeza corresponde ao tempo que o animal gasta em
qualquer tipo de atividade de limpeza corporal, seja ela realizada com as patas ou com a boca.
O parametro comportamental “duracdo de imobilidade” é considerado como o periodo de
tempo, em segundos, durante o qual o animal ndo apresenta atividade motora, permanecendo
estatico no que diz respeito a cabeca, tronco e membros. O pardmetro de defecacdo
corresponde a quantidade de fezes presentes no campo aberto ao final dos 5 min de
experimento.

O registro dos parametros foi feito por intermédio de um contador digital,
computando-se o total dos mesmos em 5 minutos de observacao; neste mesmo tempo, foram
cronometradas as duragdes de imobilidade. Os niveis de atividade motora foram avaliados por
meio da comparacdo total das unidades de locomocao (central, periférica e total), bem como,
por meio do tempo total da duracdo de imobilidade apresentada pelos animais dos grupos

experimentais. Apds o término do experimento os animais foram eutanasiados.

12.2. Esquiva Discriminativa em Labirinto em Cruz Elevado
Com relacdo aos modelos de ansiedade, o mais utilizado € o labirinto em cruz

elevado proposto por Pellow et al. (1985). Este modelo é sustentado de maneira
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comportamental, sendo que os animais demonstram sinais de ansiedade ao entrarem menos e
permanecerem menos tempo nos bragos abertos do aparelho quando comparado aos bracos
fechados. Fisiologicamente os autores relataram um aumento significativo na concentracdo de
corticosterona no plasma do animal ao ser confinado no brago aberto e também de maneira
farmacoldgica, observa-se que os farmacos ansioliticos ao serem administrados nos animais
aumentam a porcentagem que 0S mesmos entraram e permaneceram nos bragos abertos do
aparelho (PELLOW et al., 1985; PELLOW; FILE, 1986).

Recentemente, Frussa-Filho et al. (2010) validaram um novo modelo denominado
esquiva discriminativa em labirinto em cruz elevado, neste modelo um dos bragos fechados se
torna o brago aversivo contendo uma lampada e um ruido produzido por um secador de
cabelo. Nesse novo modelo é possivel avaliar a aprendizagem, memoria, ansiedade e
atividade locomotora. Assim, a aprendizagem € analisada pela reducdo na exploracdo do
braco aversivo ao longo da sessdo de treino; a memoria pode ser avaliada através da re-
exposicdo do animal no aparelho numa segunda sessdo (teste) onde os estimulos aversivos
(luz e ruido) ndo se fazem presentes; a ansiedade é avaliada da mesma maneira que no
experimento do labirinto em cruz elevado citado anteriormente e a atividade locomotora €
analisada pelo nimero total de entradas nos bragos do aparelho. Ademais, 0 mesmo grupo de
pesquisadores realizaram diversos testes farmacoldgicos para apoiar na validacdo deste
modelo (PATTI et al., 2006; SILVA et al., 1997; SILVA; FRUSSA-FILHO, 2000; SILVA et
al., 2002; CARVALHO et al., 2006).

Utilizou-se neste experimento 12 animais em cada grupo experimental. Nesse
modelo de ansiedade, os ratos sdo condicionados a escolher entre dois bragos fechados (um
aversivo e um ndo-aversivo) a0 mesmo tempo em que evitam a exposi¢ao aos bragos abertos
de um labirinto em cruz elevado (SILVA et al., 1997; 1999; 2002; CLARO et al., 1999;
SILVA; FRUSSA-FILHO et al., 2010).

Para cada animal foram realizados duas sessdes, uma de treino e uma de teste. Os
animais receberam o 6leo essencial apenas na sessdo de teste, 30 min antes de serem inseridos
no aparelho. Os mesmos foram colocados individual e intercaladamente no centro de um
labirinto em cruz elevado modificado, contendo dois bragos abertos (50 x 10 cm) opostos a
dois bracos fechados (50 x 10 x 40 cm), um dos quais com uma lampada incandescente de
100 watts e um ruido de 80 dB produzido por um secador de cabelo (brago fechado aversivo).

Durante a sessdo de treino, com duracdo de 10 minutos, cada vez que o rato entrava

no braco fechado contendo a lampada, 0 mesmo recebia estimulacao aversiva até que deixasse
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0 brago (quando os estimulos cessaram), ndo recebendo tal estimulagdo no outro brago
fechado (braco fechado ndo-aversivo).

Na sessdo de teste, com duracdo de 3 minutos, cada animal foi novamente colocado
no centro do aparelho, mas sem receber qualquer estimulacdo aversiva, embora a lampada
(desligada) continuasse presente sobre o braco fechado aversivo. Em ambas as sessOes
experimentais (treino e teste), foram registrados o nimero de entradas e o tempo de
permanéncia em cada um dos bracos do aparelho (braco fechado aversivo, brago fechado néo-
aversivo e bragos abertos). Entre as exposi¢coes de cada animal, o aparelho foi limpo com uma
solucdo &gua-alcool 5%.

O aprendizado foi avaliado por meio da comparacdo minuto a minuto das
porcentagens de tempo gasto no braco aversivo na sessdo de treino. Os niveis de ansiedade
foram avaliados por meio da comparacdo dos tempos de permanéncia nos bracos fechados
aversivo e ndo-aversivo na sessdo de teste e por meio da comparagdo do tempo de
permanéncia nos bracos abertos do aparelho. Apds o término do experimento os animais

foram eutanasiados.

12.3. Experimento de Enterrar Esferas

Outro modelo de ansiedade utilizado neste estudo é o teste de enterrar esferas. Neste
modelo os animais sdo colocados numa caixa moradia em que sao expostos a discos refletores
espacados uns dos outros e dispostos por cima da maravalha. Sabe-se que neste teste, as
esferas refletoras as quais 0s animais sdo expostos, representam um objeto aversivo para o
mesmo, tendo em vista que, um estimulo aversivo produz no organismo respostas adversas,
tais como, fugir ou se esquivar deste estimulo. A inibicdo deste comportamento de enterrar
esferas pode ser um modelo de correlacdo para deteccdo de drogas ansioliticas ao em vez de
ser um modelo isomorfico de ansiedade (NJUNG'E; HANDLEY, 1991), ou ainda, pode ser
considerado um modelo de transtorno obsessivo-compulsivo, uma vez que o comportamento é
repetitivo e persiste com pouca variagdo mesmo em varias exposi¢coes (NJUNG'E;
HANDLEY, 1991; THOMAS et al., 2009) além de que, alguns farmacos relacionados ao
transtorno obsessivo-compulsivo, como a clomipramina e o0s inibidores seletivos de
serotonina diminuem a quantidade de esferas escondidas (ICHIMARU; EGAWA; SAWA,
1995).

Utilizou-se neste experimento 12 animais em cada grupo experimental. Os animais
foram colocados em gaiolas moradia as quais foram forradas com uma camada de 5 cm de

serragem e sobre a mesma foram distribuidas aleatoriamente 20 esferas de vidro possuindo
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1,5 cm de diametro. Os ratos foram colocados nas caixas durante 30 minutos e apds esse
tempo, foram registradas quantas esferas de vidro os mesmos esconderam. As esferas foram
consideradas enterradas apenas quando estavam completamente cobertas pela serragem
(PULTRINI et al., 2006). Os niveis de ansiedade foram avaliados por meio da comparacédo da
quantidade de esferas enterradas pelos animais dos trés grupos experimentais.

Foi realizada uma unica sessdo experimental, 30 min apds a injecdo dos 6leos

essenciais ou solucdo salina e ap6s o termino do experimento os animais foram eutanasiados.

12.4. Natagéo forcada

Um modelo comumente utilizado para estudar a depressdo € o de natacdo forcada
proposta por Porsolt et al. (1977a, 1977b). Este modelo sustenta-se no pressuposto de que, um
estado de depressdo (visualizado através do aumento da imobilidade) pode ser induzido em
ratos ao forca-los a nadar em uma situagdo na qual ndo ha escapatéria e que seu
comportamento de permanecer imdvel pode refletir um estado de humor reduzido no mesmo.
Ainda, esta hipOtese sustenta-se ao ser observado que o uso de drogas antidepressivas
reduzem a imobilidade (PORSOLT et al., 1977a, 1977b, 1978, 1979; DETKE; JOHNSON;
LUCKI, 1997). Assim, é possivel visualizar neste modelo que o critério de sua consolidacdo
se fez através da farmacologia.

Utilizou-se neste experimento 11 animais em cada grupo experimental. Os ratos
foram colocados em um cilindro de PVC (21x 46¢cm) preenchido de agua (22-25°C) a uma
profundidade de 30 cm, a qual evita que os mesmos toquem no fundo do cilindro (levando a
valores de linha de base menor e respostas aumentadas a antidepressivos serotoninérgicos e
noradrenérgicos) (DETKE; RICKELS; LUCKI, 1995; DETKE; LUCKI, 1996). Os animais
passaram por duas sessfes: uma de treino e outra de teste. Os mesmos receberam o Gleo
essencial apenas na sessdo de teste.

Na sessdo de treino, os ratos foram colocados no cilindro durante 15 minutos e apds
24 horas foram novamente inseridos no cilindro para a sess@o de teste, que durou 6 minutos,
onde seus comportamentos foram observados. Apos o término da sesséo de teste os animais
foram eutanasiados.

Do repertorio comportamental do animal, foi analisado a duracdo de imobilidade, a
mesma € verificada quando ndo existe nenhum movimento adicional além daqueles
necessarios para manter a cabeca do animal fora da agua. O registro deste parametro foi

realizado minuto a minuto, onde foram cronometradas as duracdes de imobilidade do animal.
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Os niveis de depressdo foram avaliados por meio da comparacdo do tempo total de
imobilidade apresentado pelos animais dos grupos experimentais e controle na sessao de teste.

12.5. Experimento de Aprendizagem

O modelo de aprendizagem refere-se ao condicionamento operante proposto por
Burrhus Frederic Skinner no qual, classifica-se como operante aquele comportamento que
produz consequéncias (modificacBes no ambiente) e € afetado por elas, tais consequéncias vao
influenciar nas ocorréncias futuras dos comportamentos (MOREIRA; MEDEIROS, 2007).
Assim o procedimento utilizado consiste em sequenciar algumas respostas e ndo reforcar
outras. Seu critério de reforcamento € alterado gradualmente, de tal forma que ele incida sobre
respostas que se aproximem da desejada (MATOS; TOMANARI, 2002). No
condicionamento operante descrito por Skinner, dizer que as consequéncias do
comportamento chegam a afeta-los € 0 mesmo que dizer que as consequéncias determinardo,
em algum grau, se 0S comportamentos que as produziram ocorrerdo ou ndo outra vez, ou se
ocorrerdo com maior ou menor frequéncia (MOREIRA; MEDEIROS, 2007). As condicdes
para o estabelecimento desse condicionamento sdo essencialmente: (1) o alimento ou agua
serve, inicialmente, de engodo para que o rato comprima a alavanca; (2) as respostas corretas
que consistem em apertar a alavanca, sdo reforcadas pela obtengdo de algumas porgdes de
comida ou uma gota d'dgua, enquanto as incorretas, ndo sdo recompensadas; (3) algumas
repeticBes sdo necessarias para que a habilidade se estabeleca (GAGNE, 1974). Em outras
palavras, uma necessidade (estimulo) leva a uma atividade (resposta) que a satisfaz e aquilo
que satisfaz ou reduz a necessidade serve como reforgco da resposta, levando ao
comportamento exigido.

Utilizou-se neste experimento 12 animais em cada grupo experimental. O
equipamento utilizado foi um modelo da caixa de condicionamento operante criada por
Skinner, que consiste em uma camara onde foram colocados os animais. Esta possui um
mecanismo eletrénico com trés posi¢Oes: automatico, manual e desligada. A liberacdo das
gotas d’agua (reforco) foi feita manualmente ou de maneira automatica pelo animal ao
pressionar uma alavanca (barra) situada dentro da caixa. Em seguida, uma concha desceu até
um reservatério com agua (cuba) e voltou para dentro da caixa preenchida com uma gota
d’agua. Uma caixa de condicionamento operante padrdo tem as dimensfes aproximadas de
25,0 cm x 20,0 cm x 20,0 cm.

Foram realizadas no minimo uma sessdo e N0 Maximo trés sessdes experimentais. A

necessidade da segunda e da terceira sessao experimental ocorreu caso o animal ndo tenha
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aprendido o comportamento de pressionar a barra na primeira e, respectivamente, na segunda
sessdo. Os animais receberam o Oleo essencial através da via intraperitoneal na primeira
sessdo experimental 30 minutos antes de iniciar a mesma e caso houvesse a segunda ou
terceira sessoes, estes receberiam novamente o 0leo essencial.

Os ratos foram mantidos em privagdo de agua por 24 horas na primeira Sessao
experimental e 24 horas na segunda e terceira sessdo experimental e em condi¢es de
alimentacdo “ad Libtum”. Este procedimento serve para que a agua seja utilizada como
reforco durante o processo de aprendizagem.

A sessdo de aprendizagem da resposta de pressdo a barra foi composta pelos
procedimentos de levantamento do nivel operante, treino ao bebedouro, modelagem da
resposta de presséo a barra (RPB) e CRF.

O levantamento do nivel operante teve duracdo de 5 minutos e o objetivo foi de
levantar a frequéncia dos comportamentos de exploracdo do sujeito, além da resposta de
pressdo a barra. O procedimento consiste em colocar agua na cuba, colocar o animal na
camara e observa-lo, sem executar nenhum tipo de manipulagéo.

O treino ao bebedouro consistiu em liberar agua para comportamentos de
aproximacgdo do bebedouro. O objetivo foi fazer com que o animal se aproximasse do
bebedouro quando ouvisse o “clique” e eliminasse quaisquer efeitos emocionais produzidos
pelo “clique”, bem como, associasse este som com o comportamento de beber.

Na modelagem o animal recebeu o reforco manualmente a cada resposta de
aproximacao da resposta de pressao a barra que 0 mesmo emitisse, tais como cheirar a concha
ou cheirar a barra. O critério utilizado foi o de contar 10 respostas e encerrar apés ter sido
estabelecida a resposta de pressdo a barra. Caso dentro de 60 minutos de sessdo esse critério
ndo tivesse sido alcangado, a sesséo foi encerrada e repetida na sessdo seguinte que ocorreu
no dia posterior. Quando a resposta de pressdo a barra passou a ocorrer, a chave foi colocada
na posicdo automatica. Assim, o objetivo da sessdo foi estabelecer o comportamento de
pressdo a barra.

Estabelecida a modelagem iniciou-se o reforcamento continuo (CRF) para fortalecer
0 comportamento de pressdo a barra. A caixa foi ligada no automatico para que cada resposta
de pressdo a barra fosse seguida por um reforgo. Esta sessdo teve duracdo de 5 minutos. A
aprendizagem de um novo comportamento foi avaliada por meio da comparacdo do tempo
total de duracdo das etapas de treino ao bebedouro e modelagem em todos 0s grupos

experimentais, além disso, também foi avaliada a necessidade ou ndo de mais de uma sessé@o
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experimental para o aprendizado do comportamento de pressdo a barra. Apds o término das

sessdes experimentais os animais foram eutanasiados.

RESULTADOS

A secdo de resultados foi construida para apresentar os dados referentes aos objetivos
especificos: avaliar as possiveis modificagdes comportamentais promovidas por 0leos
essenciais de alecrim (Rosmarinus officinalis) e petitgrain (Citrus aurantium L.) em modelos
de atividade motora (campo aberto), ansiedade (esquiva inibitdria e teste de esconder esferas),
depressédo (natacéo forcada) e aprendizagem (caixa de condicionamento operante — Skinner).

Para isto, no primeiro piloto cujo objetivo era determinar a melhor via de
administracdo para os 0Oleos essenciais, definiu-se que a via intraperitoneal era a melhor via
para ser realizada a administracdo das substancias, enquanto que, no segundo piloto cujo
objetivo era determinar a melhor dose a ser administrada para cada 6leo essencial, definiu-se a
dose de 100mg/kg para o 6leo de alecrim e 30mg/kg para o 6leo de petitgrain (os resultados
obtidos nos pilotos 1 e 2 encontram-se anexo).

Os dados apresentados a seguir sdo referentes ao experimento do campo aberto
realizado apds os dois pilotos. Retomando, seu objetivo era analisar a atividade motora geral.

A Figura 3 ilustra a mediana dos dados de locomog&o central, periférica e total entre
0s grupos controle, alecrim e petitgrain no experimento do campo aberto.

O grafico A da Figura 3 ilustra os dados referentes a locomocéo central, nesta figura €
possivel visualizar que os valores de locomocdo apresentados pelos animais dos grupos
alecrim e petitgrain ndo demonstraram diferenca estatistica significativa quando comparados
ao grupo controle (p>0.05 teste de Mann-Whitney).

O grafico B da Figura 3 ilustra os dados referentes a locomocdo periférica, nesta figura
é possivel observar que os valores de locomocgédo apresentados pelos animais dos grupos de
6leos essenciais ndo demonstraram diferenca estatistica significativa quando comparados ao
grupo controle (p>0.05 teste de Mann-Whitney).

O grafico C da Figura 3 ilustra os dados referentes a locomocao total, nesta figura €
possivel observar que os valores de locomocao apresentados pelos animais do grupo alecrim e
do grupo petitgrain ndo demonstraram diferenca estatistica significativa quando comparados
ao grupo controle (p>0.05 teste de Mann-Whitney).

Desta maneira, com relacdo aos dados de locomocdo central, periférica e total
apresentadas na Figura 3, foi possivel notar que a administracdo dos 6leos essenciais ndo

apresentou diferenca estatistica significativa em nenhum dos pardmetros de locomocao
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guando comparados ao grupo controle. Outros parametros analisados no experimento de
campo aberto se referem aos comportamentos de levantar e de limpeza dos animais e 0s

mesmos estdo representados na figura seguinte.
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FIGURA 3 - Efeitos da administracdo de 6leos essenciais sobre a locomocdo de ratos em campo aberto. Na
figura estdo representados os valores da mediana, os quartis Q1, Q3 e os pontos circulares sdo os valores
discrepantes das unidades de locomogédo central (A), periférica (B) e total (C) de animais que receberam solucéao
salina (controle), 100 mg/kg de alecrim (alecrim) ou 30mg/kg de petitgrain (petitgrain) pela via intraperitoneal
(n=12). Andlise estatistica realizada em relacdo ao grupo controle (teste de Mann-Whitney). Fonte: Proprio

autor.
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A Figura 4 ilustra a mediana dos dados de levantar e de limpeza entre 0s grupos
controle, alecrim e petitgrain no experimento do campo aberto.

O gréfico A da Figura 4 ilustra os dados referentes ao comportamento de levantar,
nesta figura € possivel visualizar que apenas os valores apresentados pelos animais dos grupos
alecrim, quando comparados ao grupo controle, se mostraram estatisticamente significativos
(p<0.001 teste de Mann-Whitney).

O gréafico B da Figura 4 ilustra os dados referentes ao comportamento de limpeza,
nesta figura é possivel notar que os valores apresentados pelos animais dos grupos alecrim e
petitgrain, quando comparados ao grupo controle, ndo demonstraram diferenca estatistica
significativa (p>0.05 teste de Mann-Whitney).

Portanto, com relacdo aos dados apresentados pela Figura 4, foi possivel visualizar
que, a administracdo do 6leo de alecrim, no parametro de levantar, demonstrou diferenca
estatistica significativa, enquanto que, no pardmetro de limpeza, ndo houve diferenca
estatistica significativa entre os grupos. Outros parametros analisados no experimento de
campo aberto se referem a durag@o de imobilidade e defecacdo dos animais e 0S mesmos estdo

representados na figura seguinte.
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FIGURA 4 — Efeitos da administracdo de 6leos essenciais sobre os comportamentos de levantar e de limpeza de
ratos em campo aberto. Na figura estdo representados os valores da mediana, os quartis Q1, Q3 e os pontos
circulares sdo os valores discrepantes das unidades de levantar (A) e de limpeza (B) de animais que receberam
solucdo salina (controle), 100 mg/kg de alecrim (alecrim) ou 30mg/kg de petitgrain (petitgrain) pela via
intraperitoneal (n=12). p<0.001 indica diferenca significativa em relacdo ao grupo controle (teste de Mann-
Whitney). Fonte: Proprio autor.

A Figura 5 ilustra a mediana dos dados de duracdo de imobilidade e de defecacéo
entre os grupos controle, alecrim e petitgrain no experimento do campo aberto.

O gréfico A da Figura 5 ilustra os dados referentes a duragdo de imobilidade, nesta
figura é possivel visualizar que os valores de imobilidade apresentados pelos animais dos
grupos de oOleos essenciais, quando comparados ao grupo controle, ndo se mostraram
estatisticamente significativos (p>0.05 teste de Mann-Whitney).

O gréfico B da Figura 5 ilustra os dados referentes a defecacdo, nesta figura é possivel

visualizar que somente os valores de defecacdo apresentados pelos animais do grupo alecrim,
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demonstraram diferenca estatistica significativa quando comparados com o grupo controle
(p<0.01 teste de Mann-Whitney).

Desta maneira, com relacdo aos dados apresentados na Figura 5, foi possivel visualizar
que, ndo houve diferenca estatistica significativa na duracdo de imobilidade dos animais dos
grupos alecrim e petitgrain, contudo, houve diferenca estatistica significativa quanto a
defecacédo dos animais do grupo alecrim.
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Figura 5 - Duracdo de Imobilidade e Defecacao.

FIGURA 5 — Efeitos da administragdo de 6leos essenciais sobre a duragao de imobilidade e defecacdo de ratos
em campo aberto. Na figura estdo representados os valores da mediana, os quartis Q1, Q3 e os pontos circulares
e os asteriscos sdo os valores discrepantes das unidades de duracdo de imobilidade (A) e de limpeza (B) de
animais que receberam solugdo salina (controle), 100 mg/kg de alecrim (alecrim) ou 30mg/kg de petitgrain
(petitgrain) pela via intraperitoneal (n=12). p<0.01 indica diferenca significativa em relagdo ao grupo controle
(teste de Mann-Whitney). Fonte: Proprio autor.

A partir destes resultados e retomando o objetivo do experimento de campo aberto que

era analisar a atividade motora do animal, observou-se que 0s grupos de 6leos essenciais, ndo
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afetaram a locomogdo, a limpeza e a duragdo de imobilidade dos animais, contudo, o 6leo de
alecrim demonstrou efeitos ao reduzir os valores dos parametros de levantar e de defecar dos
animais.

Os dados apresentados a seguir sdo referentes ao experimento da esquiva
discriminativa cujo objetivo era analisar a ansiedade.

A Figura 6 ilustra a porcentagem do tempo em segundos da sessdo de treino (com
duracédo de 10 minutos) no braco aversivo do aparelho. Nesta sessdo 0s grupos nao receberam
0s Oleos essenciais (alecrim e petitgrain) e salina (controle) e, conforme mostram os dados,
todos os grupos apresentaram uma frequente reducdo na porcentagem do tempo no brago
aversivo do aparelho. Além disso, os valores de porcentagem de tempo apresentados pelos
animais do grupo alecrim se mostraram estatisticamente significativos apenas no primeiro
minuto quando comparados ao grupo controle (p<0.05 teste de Mann-Whitney), enquanto que
0s valores apresentados pelos animais do grupo petitgrain ndo se mostraram estatisticamente
significativos em nenhum momento (p>0.05 teste de Mann-Whitney) e, a partir disto, foi
considerado que todos os animais dos grupos (controle, alecrim e petitgrain) aprenderam a

evitar o braco aversivo do aparelho.
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FIGURA 6 — Porcentagem do tempo de permanéncia no brago aversivo em esquiva discriminativa na sessdo de
treino na auséncia da administragdo dos dleos essenciais. Na figura estdo representadas as porcentagens do
tempo de permanéncia no braco aversivo em segundos de animais que ndo receberam solugdo salina (controle),
6leo essencial de alecrim (alecrim) ou dleo essencial de petitgrain (petitgrain) (n=12). * indica p<0.05
significativamente diferente, em relagéo ao grupo controle (teste de Mann-Whitney). Fonte: Prdprio autor.

A Figura 7 ilustra a mediana em segundos dos dados do tempo de permanéncia no

braco aberto e bragos aversivo e ndo aversivo do aparelho entre os grupos controle, alecrim e
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petitgrain no experimento da esquiva discriminativa durante a sessdo de teste (com duragdo
de 3 minutos).

O grafico A da Figura 7 ilustra os dados referentes ao tempo de permanéncia no bracgo
aberto, nesta figura € possivel visualizar que os valores de permanéncia no braco aberto
apresentados pelos animais dos grupos de Oleos essenciais ndo demonstraram diferenca
estatistica significativa quando comparados ao grupo controle (p>0.05 teste de Mann-
Whitney).

O grafico B da Figura 7 ilustra os dados referentes ao tempo de permanéncia nos
bragos ndo aversivo e aversivo do aparelho, nesta figura € possivel notar que os valores
exibidos pelos animais do grupo controle se mostraram estatisticamente significativos (p<0.05
teste de Wilcoxon pareado), enquanto que os valores apresentados pelos animais dos grupos
alecrim e petitgrain ndo demonstraram diferenca estatistica significativa (p>0.05 teste de
Wilcoxon pareado).

Portanto, com relagdo aos dados ilustrados na Figura 7, foi possivel visualizar que
nenhum dos grupos de 0Oleos essenciais apresentou diferenca estatistica significativa quando
comparado ao grupo controle referente ao tempo de permanéncia no braco aberto do aparelho.
Com relagdo a comparacdo dos bracos ndo aversivo e aversivo, apenas 0 grupo controle

apresentou diferenca estatisticamente significativa.
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FIGURA 7 — Efeitos da administragdo de 6leos essenciais sobre o tempo de permanéncia nos bragos abertos, ndo
aversivo e aversivo de ratos em esquiva discriminativa na sessdo de teste. Na figura estdo representados 0s
valores da mediana, os quartis Q1, Q3 e o0s pontos circulares e os asteriscos sdo os valores discrepantes das
unidades do tempo de permanéncia nos bragos aberto (A) e ndo aversivo e aversivo (B) do aparelho, de animais
que receberam solucdo salina (controle), 100 mg/kg de alecrim (alecrim) ou 30mg/kg de petitgrain (petitgrain)
pela via intraperitoneal (n=12). (A) - Analise estatistica realizada em relacdo ao grupo controle (teste de Mann-
Whitney). (B) - p<0.05 indica diferenca significativa em relacdo ao grupo controle (teste de Wilcoxon pareado).
Fonte: Proprio autor.

A Figura 8 ilustra a mediana dos dados de mergulho nas sessdes de treino (auséncia
dos oleos essenciais) e teste (com a administracdo dos 0leos) entre os grupos controle, alecrim
e petitgrain no experimento da esquiva discriminativa.

O gréfico A da Figura 8 ilustra os dados referentes ao mergulho na sessdo de treino
(com duracdo de 10 minutos), nesta figura € possivel visualizar que os valores de mergulho
apresentados pelos animais dos grupos alecrim e petitgrain, quando comparados ao grupo
controle, ndo demonstraram diferenca estatistica significativa (p>0.05 teste de Mann-
Whitney).
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O gréfico B da Figura 8 ilustra os dados referentes ao mergulho na sessdo de teste
(com duragdo de 3 minutos), nesta figura é possivel notar que somente os valores exibidos
pelos animais do grupo alecrim, quando comparado com o grupo controle, demonstraram
diferenca estatistica significativa (p<0.05 teste de Mann-Whitney)

Desta maneira, com relacdo aos dados ilustrados na Figura 8, foi possivel visualizar
que na sessdo de teste, na qual houve a administracdo dos 6leos essenciais, apenas o grupo

alecrim demonstrou diferenca estatistica significativa.
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FIGURA 8 - Efeitos da administracdo de 6leos essenciais sobre o mergulho de ratos em esquiva discriminativa
nas sessdes de treino (auséncia dos 6leos essenciais) e teste (com a administracdo das substancias). Na figura
estdo representados os valores da mediana, os quartis Q1, Q3 do mergulho na sessdo de treino (A) e na sesséo de
teste (B) do aparelho, de animais que receberam solucdo salina (controle), 100 mg/kg de alecrim (alecrim) ou
30mg/kg de petitgrain (petitgrain) pela via intraperitoneal (n=12). p<0.05 diferenca significativa em relacéo ao
grupo controle (teste de Mann-Whitney). Fonte: Prdprio autor.
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A partir destes resultados e retomando o objetivo do experimento da esquiva
discriminativa que era analisar a ansiedade, observou-se que na sessdo de treino ndo houve
diferenca entre os grupos tanto na porcentagem de permanéncia no braco aversivo como no
parametro de mergulho e, através dos dados da Figura 6 foi possivel notar que todos os
animais dos grupos controle, alecrim e petitgrain aprenderam a evitar o brago aversivo. Na
sessdo de teste, as substancias foram aplicadas e ao compara-las de maneira geral, nota-se que
0s Oleos essenciais ndo apresentaram efeitos estatisticamente significativos nos animais com
relacdo ao tempo de permanéncia nos bracos abertos, ndo aversivo e aversivo, a medida que
apenas os animais do grupo controle apresentaram diferenca estatistica significativa na
comparagdo dos bragos ndo aversivo com o aversivo. Com relagéo ao pardmetro de mergulho,
0 Oleo essencial de alecrim produziu o efeito de reduzir significativamente os valores deste
comportamento nos animais.

Os dados apresentados a seguir sdo referentes ao experimento de enterrar esferas cujo
objetivo era analisar a ansiedade apresentada pelo nimero de esferas escondidas pelos
animais de cada grupo experimental.

A Figura 9 ilustra a médiaterro padrdo do numero de esferas enterradas entre 0s
grupos controle, alecrim e petitgrain no experimento de enterrar esferas. Nota-se que ambos
os valores de esferas enterradas pelos animais dos grupos alecrim e petitgrain, quando
comparados com o grupo controle, se mostraram estatisticamente significativos (p<0.01 e
p<0.05, respectivamente, ANOVA seguida do teste de Scheffe).

Desta forma, com relacdo aos dados apresentados pela Figura 9, foi possivel observar
que os animais de ambos os grupos de Oleos essenciais apresentaram diferenca estatistica

significativa ao enterrar menos esferas que o grupo controle.
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FIGURA 9 - Efeitos da administracdo de 6leos essenciais sobre a quantidade de esferas enterradas por ratos no
experimento de enterrar esferas. As barras representam a médiaterro padrdo da média de esferas enterradas de
animais que receberam solucdo salina (controle), 100 mg/kg de alecrim (alecrim) ou 30mg/kg de petitgrain
(petitgrain) pela via intraperitoneal (n=12). * e ** indicam p<0.05 e p<0.01, respectivamente, em relacdo ao
grupo controle (ANOVA, seguida pelo teste de Scheffe). Fonte: Proprio autor.

De acordo com os resultados apresentados e retomando o0 objetivo do experimento de
enterrar esferas que era analisar a ansiedade apresentada pelo nimero de esferas escondidas
pelos animais de cada grupo experimental, foi possivel observar que ambos os 0leos
essenciais (alecrim e petitgrain) produziram efeitos nos animais, uma vez que 0S mesmos
enterraram menos esferas quando comparados aos animais do grupo controle, 0 que sugere
uma acdo ansiolitica dessas substancias.

Os dados apresentados a seguir sdo referentes ao experimento de natacdo forgada cujo
objetivo era analisar a depressao através do tempo de imobilidade apresentado pelos grupos
controle, alecrim e petitgrain durante a sessao de teste (com duracao de 6 minutos).

A Figura 10 ilustra a mediana em segundos dos dados de duracdo de imobilidade nas
sessdes de treino (auséncia dos 6leos essenciais e solucdo salina) e teste (com a administracdo
das substancias) entre os grupos controle, alecrim e petitgrain no experimento da natacédo
forcada.

O gréafico A da Figura 10 ilustra os dados referentes a duragdo de imobilidade na
sessdo de treino (com duracdo de 15 minutos), nesta figura é possivel visualizar que o0s
valores de imobilidade apresentados pelos animais dos grupos alecrim e petitgrain, quando
comparados com o grupo controle, ndo se mostraram estatisticamente significativos (p>0.05
teste de Mann-Whitney).

O gréafico B da Figura 10 ilustra os dados referentes a duragdo de imobilidade na

sessdo de teste (com duracdo de 6 minutos), nesta figura é possivel notar que os valores de
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imobilidade exibidos pelos animais do grupo alecrim e do grupo petitgrain, foram
estatisticamente significativos quando comparados ao grupo controle (p<0.01 e p<0.001,
respectivamente, teste de Mann-Whitney).

Assim, com relacdo aos dados apresentados pela Figura 10, foi possivel observar que
na sessdo de treino ndo houve diferenca estatistica significativa e, isto j& era esperado, uma
vez que as substancias ndo foram administradas nesta sessdo, enquanto que, na sessdo de
teste, ambos 0s Oleos essenciais produziram efeitos estatisticamente significativos, fazendo
com que 0S animais permanecessem menos tempo imoveis, sugerindo uma acgdo

antidepressiva destes 6leos.
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Figura 10 - Duragdo de Imobilidade nas Sessdes de Treino e Teste.

FIGURA 10 - Efeitos da administragdo de 0leos essenciais sobre a duracdo de imobilidade de ratos na natagdo
forgada nas sessdes de treino (auséncia dos dleos essenciais) e teste (com a administracdo das substancias). Na
figura estdo representados os valores da mediana, os quartis Q1, Q3 e os pontos circulares e 0s asteriscos sdo 0s
valores discrepantes de duracdo de imobilidade na sessdo de treino (A) e na sessdo de teste (B) de animais que
receberam solucdo salina (controle), 100 mg/kg de alecrim (alecrim) ou 30mg/kg de petitgrain (petitgrain) pela
via intraperitoneal (n=11). p<0.01 e p<0.001 indicam diferenca significativa em relacdo ao grupo controle (teste
de Mann-Whitney). Fonte: Préprio autor.
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A partir destes resultados e retomando o objetivo do experimento de natagéo forcada
que era analisar a depressdo, observou-se que na sessdo de treino ndo houve diferenca
estatistica significativa entre os grupos. Na sessdo de teste, as substancias foram aplicadas e
ao comparar 0s grupos de maneira geral, os 6leos essenciais promoveram efeitos nos animais
ao reduzir os valores de imobilidade quando comparados ao grupo controle.

Os dados apresentados a seguir sdo referentes ao experimento de
aprendizagem/condicionamento operante cujo objetivo era analisar a aprendizagem de um
novo comportamento (resposta de presséo a barra) e 0 tempo em que 0s animais demorariam
para aprender este novo comportamento.

A sessdo de aprendizagem teve duracdo de 60 minutos e foi realizada em trés etapas,
na primeira o animal foi apenas observado e seus comportamentos de exploracdo, limpeza,
levantar, lamber (0 bebedouro), tocar a barra, pressionar a barra e outros (fezes ou urina)
foram anotados a cada minuto ao longo de 5 minutos. A segunda etapa consistiu em treinar o
animal a associar o0 som do bebedouro com a liberagdo de dgua e a0 mesmo tempo iniciou-se
a modelagem de sua resposta de presséo a barra. A terceira etapa ocorreu apds o animal ter
aprendido o comportamento de pressdo a barra e esta consistiu em anotar a quantidade de
respostas de pressao a barra que o mesmo emitiu a cada minuto ao longo dos 5 minutos finais
da sessdo. Assim, optou-se por retirar os 5 minutos iniciais e finais ao realizar a analise dos
dados, uma vez que a duracdo da segunda etapa define o tempo que o animal levou para
aprender o novo comportamento.

Desta maneira, a Figura 11 ilustra a mediana em segundos referente ao tempo em que
0s grupos controle, alecrim e petitgrain aprenderam o comportamento de presséo a barra.

O grafico A da Figura 11 ilustra o 1° dia de experimento, nesta figura é possivel
visualizar que somente os valores de tempo de modelagem exibidos pelos animais do grupo
petitgrain, quando comparados ao grupo controle, demonstraram diferenca estatistica
significativa (p<0.01 teste de Mann-Whitney).

O grafico B da Figura 11 ilustra os dados referentes ao 2° dia de experimento, nesta
figura é possivel observar que, novamente, apenas os valores de tempo de modelagem
exibidos pelos animais do grupo petitgrain demonstraram diferenca estatistica significativa
guando comparados ao grupo controle (p<0.05 teste de Mann-Whitney).

O grafico C da Figura 11 ilustra os dados referentes ao 3° dia de experimento, nesta

figura € possivel notar que ndo houve diferenca estatistica significativa nos valores de tempo
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de modelagem dos animais dos grupos de Oleos essenciais quando comparados ao grupo
controle (p>0.05 teste de Mann-Whitney).

Desta maneira, com relacdo aos dados apresentados na Figura 11, foi possivel
observar que o Oleo essencial de petitgrain produziu efeitos redutores no tempo de
modelagem dos animais no primeiro e segundo dia de experimento, demonstrando que 0s
mesmos necessitaram de menos tempo para aprender o comportamento de pressdo a barra

quando comparados ao grupo controle.
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Figura 11 - Duracao de Modelagem.

FIGURA 11 - Efeitos da administracdo de Oleos essenciais sobre o tempo de modelagem de ratos no
experimento de aprendizagem/condicionamento operante. Na figura estdo representados os valores da mediana,
o0s quartis Q1, Q3 e os pontos circulares e 0s asteriscos sdo os valores discrepantes do tempo em segundos de
modelagem de animais que receberam solucdo salina (controle), 100 mg/kg de alecrim (alecrim) ou 30mg/kg de
petitgrain (petitgrain) pela via intraperitoneal (n=12). p<0.05 e p<0.01 diferenca significativa em relagdo ao
grupo controle (teste de Mann-Whitney). Fonte: Prdprio autor.
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A Figura 12 ilustra os dados em segundos referente ao tempo que cada animal dos
grupos experimentais aprenderam o comportamento de pressdo a barra e a quantidade de
animal gque precisou de outras sessdes de modelagem para aprender este novo comportamento.
Assim, a figura foi dividida em trés periodos, o 1°dia, o 2°dia e o 3°dia experimental.

No 1° dia ¢ possivel observar que todos os animais dos grupos controle, alecrim e
petitgrain passaram pela sessdo de modelagem. Com relagdo ao 2° dia, nota-Se que a
guantidade de animais reduziu, sendo que apenas 7 de 12 animais do grupo controle, 8 de 12
animais do grupo alecrim e 1 de 12 animais do grupo petitgrain precisaram de uma segunda
sessdo de modelagem. Quanto ao 3° dia, nota-Se que apenas 2 animais do grupo alecrim
realizaram a sessdo. Ao verificar se havia alguma relagéo entre os grupos experimentais com a
guantidade de animais que aprenderam 0 novo comportamento, observou-se que 0s animais
do grupo petitgrain demonstraram esta relacdo (p<0.01 no teste de Qui-quadrado).

Assim, com relacdo aos dados apresentados pela Figura 12, foi possivel notar que os
animais do grupo petitgrain demonstraram maior rapidez em aprender 0 novo comportamento
guando comparados aos do grupo controle, enquanto que os animais do grupo alecrim
demonstraram o efeito contrario, onde 0os mesmos demoraram mais tempo para conseguir

aprender o comportamento de pressao a barra.
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Figura 12 - Sessdes de Modelagem.

FIGURA 12 — Efeitos da administracdo de dleos essenciais sobre o tempo da aprendizagem por meio da modelgam de ratos e a quantidade de animals que necessitou de outras sessdes de modelagem no
experimento de aprendizagem/condicionamento operante. As barras representam os dados do tempo em segundos de modelagem de animais que receberam solucéo salina (controle), 100 mg/kg de alecrim
(alecrim) ou  30mg/kg de petitgrain  (petitgrain) pela via intraperitoneal (n=12). ** indica p<0.01, em relacio ao grupo controle  (Qui-quadrado).
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DISCUSSAO

Apesar do potencial terapéutico, a utilizacdo de 6leos essenciais no tratamento
de diferentes patologias ainda permanece no campo do empirismo, sendo restrito a
terapias alternativas ou complementares a outros tratamentos realizados. Nesse sentido,
0 objetivo deste estudo foi investigar e comparar os efeitos dos 6Oleos essenciais de
alecrim (Rosmarinus officinalis) e petitgrain (Citrus aurantium L.) em modelos
comportamentais de atividade motora, depresséo, ansiedade e aprendizado em ratos.

Na literatura sobre os 06leos essenciais foi observado que, tanto as doses
utilizadas quanto a via de administracdo séo diversificadas, sendo que alguns autores
optam pela via inalatéria (FATURI, 2010; SAIYUDTHONG; MARSDEN, 2011),
outros pela via oral (GUPTA et al., 2010; MELO et al., 2011; TAKAKI et al., 2008),
pela via intraperitoneal (SEOL et al., 2010; MENGONI et al., 2011; TAKAKI et al.,
2008) e ha ainda os que optam pelo uso topico dos 6leos essenciais (ABU-AL-BASAL,
2010; MENGONI et al., 2011), ministrados em diferentes doses. Diante dos diversos
procedimentos na administracdo dos 6leos em pesquisas, optou-se pela realizacdo de
estudos pilotos, a fim de estabelecer a melhor via de administragdo dos 6leos essenciais
e, posteriormente, estabelecer a melhor dose a ser utilizada para cada um dos 0leos.

Assim, conforme ilustram os dados do Piloto 1 (em anexo), os animais dos
grupos alecrim e petitgrain, que foram administrados pela via intraperitoneal,
apresentaram valores reduzidos de locomogdo (central, periférica e total) quando
comparados ao grupo controle. Além disso, os animais do grupo alecrim também
apresentaram valores reduzidos no pardmetro de levantar e permaneceram imoveis por
mais tempo. Por outro lado, com relacéo as vias oral e inalatoria, apenas os animais do
grupo petitgrain demonstraram valores reduzidos nos parametros de locomogéo
periférica e duracdo de imobilidade, respectivamente. Desta maneira, devido a
administracdo dos dleos pela via intraperitoneal apresentar efeitos significativos na
maioria dos parametros analisados neste piloto, optou-se por prosseguir 0s experimentos
com esta via; assim como fizeram Mengoni et al., 2011; Takaki et al., 2008 e Seol et
al., 2010. Sendo que, Mengoni et al. (2011) aplicaram o extrato de alecrim pela via
intraperitoneal em camundongos para testar a atividade antiinflamatoria desta
substancia. No mesmo sentido, Takaki et al. (2008) aplicaram gradativamente (pela via
intraperitoneal) o Oleo essencial de alecrim em camundongos para determinar a dose

que seria letal em 50% dos animais (teste de LDsp). Por outro lado, Seol et al. (2010),
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administraram o 6leo de alecrim pela via intraperitoneal no teste de natacdo forcada em
ratos, tal qual, foi utilizado no presente estudo.

Ao analisar os dados do Piloto 2 (em anexo), foi possivel observar que, referente
ao Oleo essencial de alecrim, a dose de 100mg/kg apresentou efeitos significativos na
maioria dos parametros analisados, uma vez que, 0s animais que receberam esta dose,
reduziram seus valores de locomocgdo (central, periférica e total), bem como,
apresentaram valores de levantar inferiores e permaneceram imoveis por um periodo
maior de tempo, quando comparados ao grupo controle. Com relacédo ao 6leo essencial
de petitgrain, os animais que receberam a dose de 300mg/kg apresentaram valores
reduzidos apenas no parametro de locomocdo total e os animais que receberam a dose
de 450mg/kg apresentaram valores reduzidos apenas no parametro de defecacéo,
enguanto que, os animais que receberam a dose de 30mg/kg permaneceram imoveis por
mais tempo, quando comparados ao grupo controle. Em funcéo dos dados observados
no piloto 2, definiu-se que as doses utilizadas para os 6leos de alecrim e petitgrain
seriam 100mg/kg e 30mg/kg, respectivamente, assim como fizeram Martinez et al.,
2009 ao utilizar 100mg/kg do 6leo essencial de alecrim na intencdo de estudar seus
efeitos nociceptivos e Machado et al., 2009 e Gupta et al., 2010 ao aplicarem 100mg/kg
do extrato de alecrim em testes de depressdo (como o teste de natacdo forcada e
suspensdo de cauda), e também em testes de ansiedade (como o teste de labirinto em
cruz elevado). Ainda, Moraes et al. (2009) utilizaram a dose de 50mg/kg do dleo
essencial da casca de Citrus aurantium L. no modelo de ulcera gastrica em
camundongos.

Desta maneira, ficou definido que na fase experimental propriamente dita, seria
utilizada a via intraperitoneal e as doses de 100mg/kg e 30mg/kg, respectivamente, para
0s Oleos de alecrim e petitgrain.

Os resultados obtidos no experimento de campo aberto pelos animais dos grupos
alecrim e petitgrain ndo demonstraram diferenca estatistica significativa na atividade
locomotora dos animais, a qual consistia dos parametros de locomocao (p=0.213 e
p=0.795, respectivamente, teste de Mann-Whitney) e duracdo de imobilidade (p=0.083
e p=0.744, respectivamente, teste de Mann-Whitney). O mesmo resultado, foi
encontrado por Machado et al. (2009), que mostraram que as doses de 1, 10, 100 e
300mg/kg (administrados pela via oral) do extrato de alecrim nédo apresentaram
diferenca estatistica significativa nos valores de locomocao dos animais no experimento

de campo aberto. Da mesma maneira, Freitas e Costa (2002), demonstraram que tanto o
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oleo essencial de Citrus aurantium L. (nas doses de 500mg/kg e 1000mg/kg -
administrado por via oral) quanto o seu extrato (nas doses de 1000mg/kg - administrado
por via oral) ndo apresentaram alteracbes na atividade locomotora dos animais no
experimento de campo aberto e ambos os autores, Machado et al. (2009) e Freitas e
Costa (2002), sugerem que o extrato de alecrim e o 6leo de Citrus aurantium L. néo
produziram efeitos psicoestimulantes na atividade locomotora dos animais.

Com relagdo ao experimento de enterrar esferas, foi possivel observar que os
animais de ambos os grupos de 6leos essenciais (alecrim e petitgrain) demonstraram
uma significante reducdo (p=0.003 e p=0.028, respectivamente, ANOVA) na
guantidade de esferas enterradas, quando comparados ao grupo controle. No
experimento de enterrar esferas, a luminosidade produzida pelas esferas leva o animal a
tentativa de se livrar deste estimulo, enterrando-as. Ou seja, apresentando o
comportamento de fuga e tendo como consequéncia a eliminacdo de um estimulo
aversivo (CATANIA, 1999). Em quadros tipicos de asiedade é possivel verificar em
pacientes com este transtorno, uma alta frequéncia de comportamentos de fuga e
esquiva, o que faz com que o paciente deixe de realizar varias atividades cotidianas em
funcdo da emissdo de comportamentos de fuga e esquiva, pois a principal funcdo deste
tipo de comportamento é eliminar a aversividade de situa¢fes e ambientes considerados
por ele como aversivas (CATANIA, 1999). No que diz respeito a ansiedade, entende-se
que os transtornos de ansiedade caracterizam-se por uma variedade de alterages, como
por exemplo, variacbes neuroendocrinas, nos neurotransmissores e inclusive
neuroanatémicas, além disso, essas alteracbes podem resultar de experiéncias
ambientais, bem como estarem relacionadas a predisposi¢do genética do individuo
(MARTIN et al., 2009).

Estudos (BANDELOW et al., 2013, 2014; BALDWIN et al., 2014) tém
mostrado que, em situacdo de tratamento (por exemplo, individuos diagnosticados com
transtorno de ansiedade) o comportamento ansioso apresentado por esses individuos
tem sido inibido por meio da administracdo de drogas de efeito ansiolitico. Desse modo,
0 comportamento de enterrar esferas usado neste modelo experimental (comportamento
de fuga que tem como funcao a eliminacéo dos estimulos aversivos) poderia ser inibido
(eliminado ou diminuir de frequéncia) através da administracdo de farmacos que
auxiliassem na reducdo da ansiedade, como por exemplo, o Diazepam (NJUNG'E;
HANDLEY, 1991).
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Referente aos resultados obtidos no experimento de enterrar esferas, 0s animais
do grupo alecrim, enterraram menos esferas quando comparados ao grupo controle. Isso
nos leva a interpretar que esses animais estejam com niveis de ansiedade menores que
0s animais do grupo controle, indicando um possivel efeito ansiolitico do 6leo essencial
de alecrim. Este efeito também foi observado no teste de esconder esferas realizado por
Lima (2010), porém em uma dose maior (500mg/kg administrado pela via oral) aquela
utilizada no presente estudo. No mesmo sentido, em um estudo realizado com humanos,
McCaffrey, Thomas e Kinzelman (2009), mostraram que o 6leo essencial de alecrim,
quando administrado pela via inalatdria, foi capaz de reduzir os niveis de ansiedade em
estudantes de enfermagem, ao constatarem que oS escores de ansiedade destes
estudantes tinham reduzido, bem como, sua pulsagéo e percepcéao de ansiedade.

No que se refere aos resultados apresentados pelos animais do grupo petitgrain
no experimento de enterrar esferas, foi possivel observar que os animais deste grupo
também enterraram menos esferas quando comparados ao grupo controle, sugerindo um
efeito ansiolitico também deste 6leo essencial. Dados de literatura também suportam
este efeito, assim, Pultrini, Galindo e Costa (2006), também constataram o efeito
ansiolitico do oleo essencial da casca de Citrus auraintum L. ao observarem uma
reducdo do numero de esferas enterradas pelos animais que receberam esta substancia,
mesmo em doses superiores (500mg/kg ou 1000mg/kg pela via oral) aquelas utilizadas
no presente estudo. Do mesmo modo, o efeito ansiolitico do dleo essencial da casca de
Citrus aurantium L. (na dose de 1000mg/kg pela via oral) também foi constatado no
experimento de labirinto em cruz elevado, a0 aumentar o tempo de permanéncia dos
animais no brago aberto do aparelho (FREITAS; COSTA, 2002). De maneira geral,
outros estudos obtiveram resultados que apontaram para efeitos ansioliticos de
diferentes oOleos de Citrus (C. sinensis e C. aurantium subs. bergamia), e também ao
utilizar o extrato de C. paradisi (FATURI et al., 2010; SAIYUDTHONG; MARSDEN,
2011; GUPTA et al., 2010). As agdes ansioliticas observadas em modelos animais
parecem ter correspondéncia também em humanos, conforme demonstram Lehrner et
al. (2005), ao constatarem que pacientes expostos ao odor de laranja em um consultorio
odontoldgico, demonstraram niveis de ansiedade reduzidos e maiores niveis de
tranquilidade quando comparados aos do grupo controle. Uma vez que existem diversas
evidéncias na literatura sobre a acdo ansiolitica do 6leo essencial de Citrus aurantium
L., é possivel cogitar a utilizacdo deste 6leo como um adjuvante no tratamento dos

casos de transtornos de ansiedade.
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A hipoOtese mais aceita acerca dos transtornos de ansiedade baseia-se no
envolvimento dos neurotransmissores serotonina (5-HT), noradrenalina (NA), o
glutamato e o Acido Gama-Amino-Butirico (GABA) (MARAZZITI et al., 2014).
Supde-se que a atividade emocional elevada presente nas regides cerebrais de pacientes
com transtornos de ansiedade pode estar relacionada com a reducdo na inibigédo
sinalizada pelo GABA ou por um aumento excitatorio devido ao glutamato (MARTIN
et al., 2009). Além disso, o envolvimento de NA no transtorno de ansiedade, parece ser
decorrente de uma complexa desregulacdo dos niveis plasmaticos de NA, bem como,
estarem relacionados a sensibilidade alterada dos receptores pré e pés sinapticos
(RESSLER; NEMEROFF, 2001), o mesmo parece estar relacionado com o
envolvimento da 5-HT neste transtorno (RESSLER; NEMEROFF, 2000).

Embora, o presente estudo ndo tenha feito a medida objetiva dos
neurotransmissores envolvidos nos transtornos de ansiedade, no que se refere aos 0leos
essenciais, Costa et al. (2013) pesquisaram o possivel mecanismo do efeito ansiolitico
do Oleo essencial da casca de Citrus aurantium L. em camundongos. Os autores
administraram o 0leo juntamente com uma droga antagonista seletiva do receptor 5-
HT1a (denominada WAY 100635) em outro teste de ansiedade, no caso, 0 teste
claro/escuro (light-dark box). Sabe-se que o receptor 5-HT;a atua como auto-receptor
inibitdrio nos corpos celulares de neurbnios serotoninérgicos e que drogas antagonistas
se ligam nos receptores e blogueiam a ligacdo de outras substancias no mesmo receptor
(GOODMAN; GILMAN, 2003). Desta forma, os resultados apresentados por Costa et
al. (2013) mostraram que a droga WAY 100635 reverteu os efeitos ansioliticos do 6leo
e, sugerem ainda que o mecanismo do efeito ansiolitico deste Oleo essencial esta
relacionado a interacdo com os receptores 5-HT14. Assim sendo, é possivel supor que 0s
resultados ansioliticos encontrados neste estudo, referente ao Oleo essencial de
petitgrain, podem estar relacionados a interacdo com o receptor 5-HTia, conforme
apresentado por Costa et al. (2013).

Com relacdo ao experimento de esquiva discriminativa, na qual os ratos
deveriam discriminar o brago aversivo do nao aversivo, na sessao de teste, os resultados
mostraram que os animais de ambos 0s grupos de 0leos essenciais (alecrim e petitgrain)
ndo discriminaram o brago aversivo do ndo aversivo, quando comparados ao grupo
controle. Segundo Frussa-Filho et al. (2010), esta ndo diferenciacdo € um indicativo de
comprometimento da memdria, uma vez que, outro estudo realizado pelo mesmo grupo

de pesquisa, demonstrou que a administracdo prévia de escopolamina (de maneira aguda
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ou repetida) nos animais provocava um deficit na memaria dos mesmos ao observar que
0s animais ndo discriminavam o brago aversivo do ndo aversivo (SILVA et al., 1999).
Assim, seria possivel supor que esses 6leos poderiam estar influenciando negativamente
a memoria dos animais, entretanto, Ozarowski et al. (2013) mostraram atraves do teste
de esquiva passiva que o extrato de alecrim melhorou o déficit de memoria de longo
prazo induzida por escopolamina em ratos. No mesmo sentido, a melhora na memoria
observada em modelo animal parece ter correspondéncia também em humanos,
conforme mostram Moss et al. (2003), ao analisarem o impacto olfativo do o6leo
essencial de alecrim sobre o desempenho cognitivo de voluntarios saudaveis, e obterem
como resultado a melhora no desempenho desses voluntarios, no que concerne a
qualidade da memdria. De maneira semelhante a Moss et al. (2003), o estudo realizado
por Pengelly et al. (2012) observou que a administracdo de po de folhas secas de
alecrim melhorou a memdaria de idosos em um teste de cognicdo. No que diz respeito ao
6leo essencial de petitgrain, Wattanathorn et al. (s.d.) demonstraram que o 0leo
essencial de outra espécie de laranjeira (Citrus sinensis) melhorou a memoria de
voluntarios em um teste de cognicdo. Desta forma, acreditamos que a nao diferenciacéo
entre 0s bracos aversivo e ndo aversivo poderia ser resultante mais de aspectos
relacionados a uma reducdo dos niveis de ansiedade dos animais (efeito claramente
observado no teste de esconder esferas) do que prejuizo de memdria. Nesse sentido,
apesar de se lembrar do braco aversivo, esse efeito estaria reduzido em funcdo das
propriedades ansioliticas dos o6leos essenciais. Resultado semelhante é observado
guando se utiliza drogas ansioliticas em modelos de ansiedade (PELLOW et al., 1985;
PELLOW,; FILE, 1986; ICHIMARU; EGAWA,; SAWA, 1995)

O teste de natagdo forcada em roedores € um reconhecido modelo de depresséo
em animais. No experimento de natacdo forcada, foi possivel observar que os animais
de ambos os grupos de 6leos essenciais (alecrim e petitgrain) demonstraram uma
significativa reducdo em seu tempo de imobilidade (p=0.006 e p=0.001,
respectivamente, teste de Mann-Whitney), quando comparados ao grupo controle.

Assim, os animais do grupo alecrim, por permanecerem menos tempo imoveis
quando comparados ao grupo controle, evidenciaram um possivel efeito antidepressivo
deste Oleo essencial. Resultados semelhates foram obtidos por, Seol et al. (2010), que
também observaram que os animais que receberam o 6leo de alecrim (nas doses de 5 e
10%, diluidos em ¢6leo de améndoa e administrados pela via intraperitoneal),

permaneceram menos tempo imoveis no teste de natacdo forcada, sugerindo uma agéo
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antidepressiva desta substancia. Ainda com relagdo a acdo antidepressiva do oOleo de
alecrim, Machado et al. (2009) mostraram que o extrato de alecrim (em doses variando
de 1 a 300 mg/kg administrado por via oral, de forma aguda ou repetida) foi efetivo em
dois modelos de depressdo, o de natacdo forcada e o de suspensdo pela cauda. Além
disso, em um estudo realizado com humanos, Sanders et al. (2002) demonstraram que 0
6leo essencial de alecrim promoveu mudancas assimétricas no eletroencefalograma de
adultos e criangas, as quais sdo compativeis com estados positivos de humor, sugerindo
um potencial antidepressivo do dleo de alecrim.

No que diz respeito aos resultados apresentados pelo 6leo essencial de petitgrain
no experimento de natacdo forcada, foi possivel observar que os animais deste grupo
permaneceram menos tempo imadveis quando comparados ao grupo controle, sugerindo
deste modo, um possivel efeito antidepressivo deste 6leo essencial. Estes dados estdo de
acordo com outro estudo que também obteve efeito antidepressivo no teste de natagédo
forcada ao utilizar um éleo citrico diferente (Citrus limon) daquele utilizado no presente
estudo (KOMORI et al., 1995).

A hipotese mais aceita a respeito do mecanismo biologico da depresséo € a
teoria da deficiéncia de monoaminas, hipotetizando que os sintomas depressivos sao
decorrentes de niveis reduzidos de 5-HT e NA (HAMON; BLIER, 2013).

No que concerne aos Oleos essenciais, Machado et al. (2009) pesquisaram o
possivel mecanismo do efeito antidepressivo do Oleo essencial de alecrim em
camundongos. Os autores administraram as seguintes drogas: PCPA (inibidor da enzima
triptofano hidroxilase), NAN-190 (antagonista do receptor 5-HT;a), ketanserina
(antagonista do receptor 5-HT,a), 1(m-clorofenil)-biguanida (mCPBG - antagonista do
receptor 5-HTj3), prazosina (antagonista do receptor adrenérgico o), antes da
administracdo do extrato de alecrim. Desta forma, os resultados apresentados por
Machado et al. (2009) mostraram que as drogas PCPA, NAN-190, ketanserina e
prazosina bloguearam a atividade antidepressiva do extrato, enquanto o mCPBG
atenuou o efeito antidepressivo do mesmo. Assim, 0s autores sugerem que o efeito
antidepressivo do extrato de alecrim pode estar relacionado com a interacdo nos
sistemas serotoninérgico envolvendo o0s receptores 5-HTia, 5-HT,a € 5-HT3; e
noradrenérgico com o receptor oy. Esses dados sdo interessantes e reforcam a ideia da
participacdo da transmissdo serotoninérgica nos efeitos dos 6leos essenciais, tanto na
depressdo, como na ansiedade, o que seria de se esperar, uma vez que alteracfes na

transmissdo serotoninérgica e noradrenérgica compdem a base neurobiologica que
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explicam o surgimento desses dois transtornos.

No que se refere ao experimento de aprendizagem, referente aos resultados
apresentados pelos animais do grupo alecrim (p=0.098 teste de Mann-Whitney), foi
possivel observar que 0s mesmos apresentaram comportamentos semelhantes aos
animais do grupo controle, tanto em seu tempo de aprendizagem quanto na necessidade
da realizagdo de uma segunda sessdo experimental para aprender 0 novo
comportamento. Muitos eventos podem interferir no momento da aprendizagem de um
novo comportamento, fatores emocionais, relacionados ou nao a estados de ansiedade
ou depressdao (CATANIA, 1999). Apenas o tempo para o término da modelagem néo
evidenciam este aspecto qualitativo da aprendizagem dos animais. Neste sentido, um
dado observado, porém ndao demonstrado nos resultados quantitativos, é o fato dos
animais terem diferido em relacdo as suas reacfes diante do barulho produzido pelo
bebedouro no momento do experimento que verificou a aprendizagem. Os animais do
grupo alecrim mostraram reacOes consideradas emocionais durante o experimento:
urinaram, defecaram e em muitos momentos tentaram se afastar da barra e do proprio
bebedouro, virando as costas em relacdo ao mesmo. Tais respotas poderiam ser
comparadas com situacdes nas quais seres humanos ou ndo humanos estdo expostos a
situacOes novas de aprendizagem e nesta ocasido apresentam ansiedade frente ao
desconhecido (MATOS; TOMANARI, 2002). Em muitas ocasides como estas, observa-
se 0 enfrentamento a situacdo, ao evento aversivo, € 0 sucesso na aprendizagem. Para
outros individuos, mais sensiveis aos estimulos aversivos, o enfrentamento € lento e em
muitas ocasifes vé-se o0 abandono a situagdo. Os resultados do presente estudo,
mostraram esta variabilidade comportamental apresentado pelos animais, embora um
mesmo grupo esteja submetido a mesma dose e forma de administracdo de uma droga,
0s animais reagiram de forma diferenciada aos estimulos aversivos do préprio ambiente
experimental (CATANIA, 1999). O resultado desta diferenca comportamental pode ser
observada na Figura 12, em que alguns animais do grupo alecrim (oito animais)
precisaram de uma segunda sessdo experimental, enquanto 0s outros quatro animais
conseguiram aprender em apenas uma sessdo 0 novo comportamento.

Outra hipdtese relacionada com a modelagem, seria o critério utilizado para
reforcar as respostas do animal, tendo em vista que, este critério altera-se gradualmente,
de maneira que as respostas apresentadas se aproximem da RPB, enquanto que as
anteriormente emitidas entrem em extin¢do, ou seja, ndo acontecam mais em funcao da

suspensdo do reforco (MOREIRA; MEDEIROS, 2007); assim, supfe-se que ao exigir



50

novas respostas dos animais do grupo alecrim, os mesmos demoraram a emiti-las e,
consequentemente, as respostas anteriormente dadas tardaram a entrar em extingao.
Frente ao exposto depreende-se que o 6leo essencial de alecrim parece ndo atuar seja de
forma positiva ou negativa no processo de aprendizagem de um novo comportamento
destes animais.

Resultado oposto foi observado no grupo petitgrain (p=0.002 teste de Mann-
Whitney), em que os animais aprenderam rapidamente o novo comportamento de
pressdo a barra e, este efeito na aprendizagem pode estar relacionado ao efeito
ansiolitico do 6leo, uma vez que os animais deste grupo apresentaram menos reacoes
indesejaveis quanto ao som do bebedouro (dado observado, porém ndo apresentado nos
resultados quantitativos) e responderam mais prontamente ao procedimento de liberagdo
de agua durante a modelagem. Sendo que, na etapa de modelagem, 0s mesmos animais
emitiram respostas que os levaram de maneira rapida ao comportamento de pressao a
barra e, novamente, este fendmeno pode estar associado a um possivel papel deste 6leo
na reducdo da ansiedade nos animais.

Ainda, tendo em vista que o presente estudo ndo utilizou uma metodologia que
auxiliasse na compreensdo do mecanismo de acdo dos 0leos essenciais, acreditamos ser
importante a realizagdo de mais estudos para se aprofundar nos conhecimentos deste
mecanismo de a¢do no organismo, uma vez que, € possivel que os efeitos dos dleos
essenciais na aprendizagem tenham ocorrido atraves de mecanismos de acdo diferentes,
de modo que, o mecanismo realizado pelo 6leo essencial de petitgrain tenha auxiliado
de alguma maneira na aprendizagem dos animais que o receberam. Sugerimos também
estudos comparativos, entre os efeitos dos Oles essenciais com os efeitos apresentados
pelos farmacos ansioliticos e/ou antidepressivos (como, Diazepam e Fluoxetina) que séo
utilizados no mercado, visando justamente comparar a eficacia dos 6leos, bem como,

analisar a hipotese de utilizar os 6leos essenciais como adjuvantes destes farmacos.

CONCLUSAO

Tomando os nossos dados em conjunto, foi possivel observar que os animais
tratados com o Oleo essencial de alecrim, em comparacdo com 0s controles, ndo
apresentaram diferencas em sua atividade motora e em sua aprendizagem, mas,
observamos um possivel efeito antidepressivo e ansiolitico. A atividade motora dos
animais tratados com o 6leo essencial de petitgrain, ndo diferiu dos controles, contudo,

a semelhanca dos animais tratados com alecrim, foi observada uma atividade ansiolitica
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e antidepressiva desse 6leo. Por outro lado, no experimento de aprendizagem, os

animais do grupo petitgrain aprenderam com mais facilidade que os controles.
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ANEXOS

A Tabela 1 ilustra a mediana dos dados de locomocdo central entre 0s grupos
controle, alecrim e petitgrain nas diferentes vias de administracdo (intraperitoneal, oral
e inalatoria) referentes ao campo aberto do Pilotol.

Nos dados referentes a administracdo por via intraperitoneal (i.p.), é possivel
visualizar que o grupo alecrim e o grupo petitgrain exibiram valores de locomogéo
inferiores quando comparados ao grupo controle e esta diferenga mostrou-se
estatisticamente significativa para ambos os 6leos essenciais (p<0.01 e p<0.05,
respectivamente, anélise pelo teste de Mann-Whitney).

Nos dados referentes a administracdo por via oral (p.o.), os valores apresentados
pelos animais dos grupos alecrim e petitgrain ndo demonstraram diferenga estatistica
significativa quando comparados ao grupo controle (p>0.05 teste de Mann-Whitney).

Nos dados referentes a administracdo por via inalatéria (i.n.), os valores
apresentados pelos animais dos grupos de 6leos essenciais quando comparados com 0
grupo controle ndo demonstraram diferenca significativa entre os mesmos (p>0.05 teste
de Mann-Whitney).

Comparando as diferentes vias entre si, nota-se que apenas a administracdo dos

oleos pela via intraperitoneal produziu efeitos estatisticos significativos nos animais que
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0s receberam ao reduzir seus valores de locomocdo central. Outro parametro analisado
no Piloto 1 referente a locomogdo do animal foi a locomogdo periférica, a mesma esta
representada na tabela seguinte.

Tabela 1. Locomocéo Central (Pilotol)

Via Intraperitoneal Média+Erro Padrdo Q1 Mediana Q3 p
Controle 23.83+3.6 1400 27.00 30.25
Alecrim 6.00+1.6 2.50 5.50 10.25 p=0.05**
Petitgrain 10.50+3.2 4.75 8.00 16.00 p=0.016*
Via Oral
Controle 10.67+3.6 4.00 9.50 16.25 -
Alecrim 10.17+2.9 2.50 11.00 17.25 p=0.936
Petitgrain 8.00+2.8 3.25 550  14.00 p=0.469
Via Inalatoria
Controle 13.00+3.7 8.00 1050 19.25 -
Alecrim 13.3344.8 2.50 12.00 2250 p=0.748
Petitgrain 18.00+3.4 8.25 2250 2350 p=0.520

TABELA 1 - Efeitos da administracdo de 6leos essenciais sobre a locomocao de ratos em campo aberto.
Na tabela estdo representados os valores da médiaterro padrdo, a mediana, os quartis Q1 e Q3 das
unidades de locomocdo central de animais que receberam solucdo salina (controle) em todas as vias,
250mg/kg de alecrim (alecrim) ou 250mg/kg de petitgrain (petitgrain) pela via intraperitoneal; ou,
500mg/kg de alecrim (alecrim) ou 500mg/kg de petitgrain (petitgrain) pela via oral; ou, 15% de alecrim
(alecrim) ou 15% de petitgrain (petitgrain) pela via inalatéria (n=6). * e ** indicam p<0.05 e p<0.01,
respectivamente, em relagdo ao grupo controle (teste de Mann-Whitney). Fonte: Proprio autor.

A Tabela 2 ilustra a mediana dos dados de locomocao periférica entre 0s grupos
controle, alecrim e petitgrain nas diferentes vias de administracdo (intraperitoneal, oral
e inalatoria) referentes ao campo aberto do Piloto 1.

Nos dados referentes & administracdo por via i.p., é possivel observar que, 0s
animais dos grupos alecrim e petitgrain demonstraram valores de locomocgéo periférica
inferiores quando comparados ao grupo controle e estas diferencas mostraram-se
estatisticamente significativas para ambos os grupos de 6leos essenciais (p<0.01 e
p<0.05, respectivamente, anélise pelo teste de Mann-Whitney).

Nos dados referentes a administracdo por via p.o., € possivel observar que, 0s
animais do grupo petitgrain apresentaram valores inferiores aos do grupo controle e esta

diferenca se mostrou estatisticamente significativa (p<0.05, analise pelo teste de Mann-
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Whitney) contudo o grupo alecrim ndo se mostrou diferente do grupo controle (p>0.05
teste de Mann-Whitney).

Nos dados referentes & administracdo por via i.n., é possivel observar que, 0s
valores apresentados pelos animais dos grupos alecrim e petitgrain quando comparados
com o grupo controle ndo demonstraram diferenca significativa entre 0s mesmos
(p>0.05 teste de Mann-Whitney).

Ao comparar as diferentes vias estudas é possivel notar que a administracdo de
ambos os 6leos pela via intraperitoneal e do 6leo de petitgrain pela via oral produziram
efeitos estatisticos significativos nos animais que os receberam ao reduzir seus valores
de locomocao periférica. A Tabela 3, a seguir, mostra a locomocdo total dos animais, ou
seja, ela se refere a soma das unidades de locomocgdo central e periférica analisadas no
Piloto 1.

Tabela 2. Locomocao Periférica (Pilotol)

Via Intraperitoneal ~ MédiatErro Padrao Q1 Mediana Q3 p
Controle 75.8348.4 62.00 76.50 94.50
Alecrim 25.00+8.2 5.75 2150 44.00 p=0.006**
Petitgrain 35.00+11.2 6.25 37.00 60.25 p=0.025*
Via Oral
Controle 54.00+4.6 4575 51.00 62.75 -
Alecrim 43.00+7.0 33.25 4450 5450 p=0.197
Petitgrain 32.67+8.1 13.00 40.00 49.00 p=0.037*
Via Inalatoria
Controle 41.00+5.4 3250 38.00 50.50 -
Alecrim 43.33+£10.9 2200 47.00 58.00 p=0.630
Petitgrain 55.67+7.8 4050 57.00 73.50 p=0.109

TABELA 2 - Efeitos da administracéo de 6leos essenciais sobre a locomogao de ratos em campo aberto.
Na tabela estdo representados os valores da médiaterro padrdo, a mediana, os quartis Q1 e Q3 das
unidades de locomocao periférica de animais que receberam solugdo salina (controle) em todas as vias,
250mg/kg de alecrim (alecrim) ou 250mg/kg de petitgrain (petitgrain) pela via intraperitoneal; ou,
500mg/kg de alecrim (alecrim) ou 500mg/kg de petitgrain (petitgrain) pela via oral; ou, 15% de alecrim
(alecrim) ou 15% de petitgrain (petitgrain) pela via inalatéria (n=6). * e ** indicam p<0.05 e p<0.01,
respectivamente, em relacdo ao grupo controle (teste de Mann-Whitney). Fonte: Proprio autor.

A Tabela 3 ilustra a mediana dos dados de locomocdo total sendo esta a soma
das unidades de locomogdo central e periférica do animal, entre os grupos controle,
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alecrim e petitgrain nas diferentes vias de administracdo (intraperitoneal, oral e
inalatoria) referentes ao campo aberto do Pilotol.

Nos dados referentes & administracdo por via i.p., € possivel visualizar que, 0s
valores de locomocdo central e periférico ao serem somados mostraram-se
estatisticamente significativos nos animais dos grupos alecrim e petitgrain quando
comparados ao grupo controle (p<0.01 e p<0.05, respectivamente, analise pelo teste de
Mann-Whitney).

Nos dados referentes a administracdo por via p.o., & possivel visualizar que os
valores de locomocédo total dos animais dos grupos alecrim e petitgrain quando
comparados ao grupo controle, ndo apresentaram diferenca estatistica significativa
(p>0.05 teste de Mann-Whitney).

Nos dados referentes a administracdo por via i.n., € possivel visualizar que os
animais dos grupos alecrim e petitgrain ndo apresentaram diferenca estatistica
significativa quando comparados aos animais do grupo controle (p>0.05 teste de Mann-
Whitney).

Levando em consideracdo que a locomocéo total do animal no campo aberto ¢ a
soma da locomocdo central e periférica, a0 se comparar as diferentes vias de
administracdo entre si, € possivel notar que apenas a administragdo dos 6leos pela via
intraperitoneal produziu efeitos estatisticos significativos nos animais que os receberam
ao reduzir seus valores de locomocéo total. Outro parametro analisado no Piloto 1 se
refere ao comportamento de levantar do animal, e 0 mesmo esta representado na tabela

seguinte.
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Tabela 3. Locomocgéo Total (Pilotol)

Via Intraperitoneal ~ MédiatDesvio Padrio Q1  Mediana Q3 p
Controle 99.67+10.9 80.50 105.00 121.50
Alecrim 31.00+8.7 10.50  28.50 52.75 p=0.006**
Petitgrain 45.,50+14.0 11.75 4450 76.25  p=0.025*
Via Oral
Controle 64.67+5.2 52.75  64.00 72.75 -
Alecrim 53.17+7.7 38.75  52.00 68.50 p=0.144
Petitgrain 40.67+10.3 16.25  45.50 63.00 p=0.078
Via Inalatoria
Controle 54.00+6.9 40.50 54.50 70.25 -
Alecrim 56.67+15.4 23.50 61.00 7750  p=0.873
Petitgrain 73.67+9.1 60.00 72,50 96.25  p=0.150

TABELA 3 - Efeitos da administracéo de 6leos essenciais sobre a locomogéao de ratos em campo aberto.
Na tabela estdo representados os valores da médiaterro padrdo, a mediana, os quartis Q1 e Q3 das
unidades de locomocéo total de animais que receberam solugdo salina (controle) em todas as vias,
250mg/kg de alecrim (alecrim) ou 250mg/kg de petitgrain (petitgrain) pela via intraperitoneal; ou,
500mg/kg de alecrim (alecrim) ou 500mg/kg de petitgrain (petitgrain) pela via oral; ou, 15% de alecrim
(alecrim) ou 15% de petitgrain (petitgrain) pela via inalatéria (n=6). * e ** indicam p<0.05 e p<0.01,
respectivamente, em relacdo ao grupo controle (teste de Mann-Whitney). Fonte: Proprio autor.

A Tabela 4 ilustra a mediana dos dados de levantar entre os grupos controle,
alecrim e petitgrain nas diferentes vias de administragdo (intraperitoneal, oral e
inalatoria) referentes ao campo aberto do Piloto 1.

Nos dados referentes a administracdo por via i.p., € possivel visualizar que os
animais do grupo controle exibiram valores de levantar superiores aos animais dos
grupos de dleos essenciais e demonstraram diferenca estatisticamente significativa com
relagdo ao grupo alecrim (p<0.01 teste de Mann-Whitney).

Nos dados referentes a administragdo por via p.o., € possivel observar que os
valores de levantar apresentados pelos animais dos grupos alecrim e petitgrain quando
comparados ao grupo controle, ndo se mostraram estatisticamente significativos (p>0.05
teste de Mann-Whitney).

Nos dados referentes a administracdo por via i.n., € possivel visualizar que os
valores de levantar dos animais dos grupos alecrim e petitgrain ndo demonstraram
diferenca estatistica significativa quando comparados com os animais do grupo controle
(p>0.05 teste de Mann-Whitney).
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Ao se comparar as diferentes vias entre si € possivel observar que, apenas a
administracdo do 6leo de alecrim pela via intraperitoneal produziu efeitos estatisticos
significativos nos animais ao reduzir seus valores de levantar. Outro parametro
analisado no Piloto 1 se refere a limpeza do animal, 0 mesmo esta representado na

tabela seguinte.

Tabela 4. Levantar (Pilotol)

Via Intraperitoneal ~ Médiat+Erro Padréo Q1  Mediana Q3 p
Controle 18.17+£2.5 13.50 1750 24.50
Alecrim 3.67+2.1 0.75 1.50 6.50 p=0.006**
Petitgrain 11.67+4.1 0.00 14,00 19.00 p=0.296
Via Oral
Controle 20.17+5.1 12.00 17.00 29.25 -
Alecrim 11.67+1.0 9.75 11.00 13.75  p=0.109
Petitgrain 8.83+2.1 5.25 10.00 12.00  p=0.065
Via Inalatoria
Controle 14.8343.1 6.50 16.00 21.75 -
Alecrim 15.83+4.7 6.75 1350 2475 p=0.810
Petitgrain 21.67+3.4 1550 1950 30.75 p=0.172

TABELA 4 - Efeitos da administracdo de éleos essenciais sobre o levantar de ratos em campo aberto. Na
tabela estdo representados os valores da médiat+erro padrdo, a mediana, os quartis Q1 e Q3 das unidades
de levantar de animais que receberam solucdo salina (controle) em todas as vias, 250mg/kg de alecrim
(alecrim) ou 250mg/kg de petitgrain (petitgrain) pela via intraperitoneal; ou, 500mg/kg de alecrim
(alecrim) ou 500mg/kg de petitgrain (petitgrain) pela via oral; ou, 15% de alecrim (alecrim) ou 15% de
petitgrain (petitgrain) pela via inalatoria (n=6). ** indica p<0.01, em relagdo ao grupo controle (teste de
Mann-Whitney). Fonte: Préprio autor.

A Tabela 5 ilustra a mediana dos dados de limpeza entre 0s grupos controle,
alecrim e petitgrain nas diferentes vias de administracdo (intraperitoneal, oral e
inalatoria) referentes ao campo aberto do Piloto 1.

Nos dados referentes a administracdo por via i.p., € possivel visualizar que 0s
valores de limpeza apresentados pelos animais dos grupos alecrim e petitgrain, quando
comparados ao grupo controle, ndo demonstraram diferenca estatistica significativa
(p>0.05 teste de Mann-Whitney).

Nos dados referentes & administracdo por via p.o., € possivel observar que os

valores de limpeza apresentados pelos animais dos grupos de 6leos essenciais, quando
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comparados ao grupo controle, ndo demonstraram diferenca estatistica significativa
(p>0.05 teste de Mann-Whitney).

Nos dados referentes a administracdo por via i.n., é possivel visualizar que os
valores de limpeza apresentados pelos animais dos grupos alecrim e petitgrain, quando
comparados ao grupo controle, ndo demonstraram diferenca estatistica significativa
(p>0.05 teste de Mann-Whitney).

Comparando as diferentes vias entre si é possivel notar que a administracdo dos
oOleos essenciais ndo apresentou diferenca estatistica significativa em nenhuma das vias
estudadas no parametro de limpeza. Outro parametro analisado no Piloto 1 se refere a

duracdo de imobilidade do animal e 0 mesmo esta representado na tabela seguinte.

Tabela 5. Limpeza (Pilotol)

Via Intraperitoneal Média+Erro Padréo Q1  Mediana Q3 p
Controle 0.83+0.5 0.00 0.50 1.50
Alecrim 0.17+0.2 0.00 0.00 0.25 p=0.211
Petitgrain 0.33+0.2 0.00 0.00 1.00 p=0.465
Via Oral
Controle 1.00+1.0 0.00 0.00 1.50 -
Alecrim 3.17+1.2 0.00 3.00 6.25 p=0.128
Petitgrain 0.50+0.3 0.00 0.00 1.25 p=0.674
Via Inalatoria
Controle 0.17+0.2 0.00 0.00 0.25 -
Alecrim 0.33+0.3 0.00 0.00 050 p=0.902
Petitgrain 0.00+0.0 - - - p=0.317

TABELA 5 - Efeitos da administracdo de 6leos essenciais sobre a limpeza de ratos em campo aberto. Na
tabela estdo representados os valores da médiaterro padrao, a mediana, os quartis Q1 e Q3 das unidades
de limpeza de animais que receberam solucdo salina (controle) em todas as vias, 250mg/kg de alecrim
(alecrim) ou 250mg/kg de petitgrain (petitgrain) pela via intraperitoneal; ou, 500mg/kg de alecrim
(alecrim) ou 500mg/kg de petitgrain (petitgrain) pela via oral; ou, 15% de alecrim (alecrim) ou 15% de
petitgrain (petitgrain) pela via inalatoria (n=6). Analise estatistica realizada em relagéo ao grupo controle
(teste de Mann-Whitney). Fonte: Préprio autor.

A Tabela 6 ilustra a mediana em segundos dos dados referente a duracdo de
imobilidade entre os grupos controle, alecrim e petitgrain nas diferentes vias de

administracdo (intraperitoneal, oral e inalatéria) referentes ao campo aberto do Pilotol.
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Nos dados referentes a administracdo por via i.p., € possivel observar que o0s
valores de imobilidade apresentados pelos animais do grupo alecrim, gquando
comparados ao grupo controle, demonstraram diferenca estatistica significativa (p<0.05
teste de Mann-Whitney), contudo, os valores dos animais do grupo petitgrain nao foram
estatisticamente significativos (p>0.05 teste de Mann-Whitney).

Nos dados referentes & administracdo por via p.o., é possivel visualizar que 0s
valores de imobilidade apresentados pelos animais dos grupos alecrim e petitgrain,
quando comparados ao grupo controle, ndo foram estatisticamente significativos
(p>0.05 teste de Mann-Whitney).

Nos dados referentes & administracdo por via i.n., é possivel observar que, 0s
valores de imobilidade dos animais do grupo petitgrain, apresentou diferenca estatistica
significativa quando comparado com o grupo controle (p<0.05 teste de Mann-Whitney),
porém, os animais do grupo alecrim ndo apresentaram diferenca estatistica significativa
(p>0.05 teste de Mann-Whitney).

Ao comparar as diferentes vias estudas é possivel notar que, a administragdo do
Oleo essencial de alecrim pela via intraperitoneal produziu efeitos estatisticos
significativos nos animais ao aumentar seus valores de imobilidade, ademais, a
administracdo do Oleo de petitgrain pela via inalatoria produziu efeitos estatisticos
significativos nos animais ao reduzir seus valores de imobilidade. Outro pardmetro
analisado no Piloto 1 se refere a defecacdo do animal e 0 mesmo esta representado na

figura seguinte.
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Tabela 6. Duracéo de Imobilidade (Pilotol)

Via Intraperitoneal Média+Erro Padrio Q1  Mediana Q3 p
Controle 0.33+0.3 0.00 0.00 0.50
Alecrim 43.00+18.5 1.50 33.00 87.00 p=0.016*
Petitgrain 41.17+28.7 0.00 1050 79.50 p=0.153
Via Oral
Controle 12.6748.0 0.00 0.00 36.50 -
Alecrim 7.33+3.0 0.00 6.00 15.00 p=0.732
Petitgrain 31.33+16.3 3.75 1750 5750 p=0.212
Via Inalatoria
Controle 27.00+16.3 2.25 8.00 55.75 -
Alecrim 26.67+24.5 0.00 1.50 43.25 p=0.327
Petitgrain 0.00+0.0 - - - p=0.007**

TABELA 6 - Efeitos da administracdo de 6leos essenciais sobre a duracdo de imobilidade de ratos em
campo aberto. Na tabela estdo representados os valores da média+erro padrdo, a mediana, os quartis Q1 e
Q3 das unidades de duracdo de imobilidade de animais que receberam solugdo salina (controle) em todas
as vias, 250mg/kg de alecrim (alecrim) ou 250mg/kg de petitgrain (petitgrain) pela via intraperitoneal;
ou, 500mg/kg de alecrim (alecrim) ou 500mg/kg de petitgrain (petitgrain) pela via oral; ou, 15% de
alecrim (alecrim) ou 15% de petitgrain (petitgrain) pela via inalatéria (n=6). * e ** indicam p<0.05 e
p<0.01 em relagdo ao grupo controle (teste de Mann-Whitney). Fonte: Proprio autor.

A Tabela 7 ilustra a mediana dos dados referente a defecacéo entre 0s grupos
controle, alecrim e petitgrain nas diferentes vias de administracdo (intraperitoneal, oral
e inalatoria) referentes ao campo aberto do Pilotol.

Nos dados referentes a administracdo por via i.p., € possivel visualizar que os
valores de defecacdo dos animais do grupo alecrim e do grupo petitgrain nao se
mostraram estatisticamente significativos quando comparados com o grupo controle
(p>0.05 teste de Mann-Whitney).

Nos dados referentes a administragdo por via p.o., &€ possivel observar que nao
houve diferenca estatistica significativa nos valores de defecacdo dos animais do grupo
alecrim e do grupo petitgrain quando comparados ao grupo controle (p>0.05 teste de
Mann-Whitney).

Nos dados referentes a administracdo por via i.n., € possivel visualizar que os
valores de defecacdo apresentados pelos animais dos grupos de 6leos essenciais, quando
comparados com o grupo controle, ndo demonstraram diferenca estatistica significativa
(p>0.05 teste de Mann-Whitney).
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Ao se comparar as diferentes vias entre si € possivel notar que a administracao
dos Oleos essenciais ndo apresentou diferenca estatistica significativa em nenhuma das

vias estudadas no parametro de defecacéo.

Tabela 7. Defecacgdo (Pilotol)

Via Intraperitoneal Média+Erro Padrio Q1  Mediana Q3 p
Controle 3.17+0.7 2.25 3.50 4.25
Alecrim 2.50+0.6 1.50 2.50 4.00 p=0.365
Petitgrain 1.67+0.8 0.00 1.00 4.00 p=0.249
Via Oral
Controle 1.6740.8 0.00 1.00 3.50 -
Alecrim 0.33+0.2 0.00 0.00 1.00 p=0.163
Petitgrain 1.00+0.5 0.00 0.50 2.25 p=0.557
Via Inalat6
Controle 2.17+0.8 0.00 2.50 4.00 -
Alecrim 2.17+0.9 0.00 2.00 4.25 p=1.000
Petitgrain 1.83+0.5 0.75 2.00 3.00 p=0.621

TABELA 7 - Efeitos da administracdo de 6leos essenciais sobre a defecacdo de ratos em campo aberto.
Na tabela estdo representados os valores da médiaterro padrdo, a mediana, os quartis Q1 e Q3 das
unidades de defecacéo de animais que receberam solugdo salina (controle) em todas as vias, 250mg/kg de
alecrim (alecrim) ou 250mg/kg de petitgrain (petitgrain) pela via intraperitoneal; ou, 500mg/kg de
alecrim (alecrim) ou 500mg/kg de petitgrain (petitgrain) pela via oral; ou, 15% de alecrim (alecrim) ou
15% de petitgrain (petitgrain) pela via inalatoria (n=6). Analise estatistica realizada em relacdo ao grupo
controle (teste de Mann-Whitney). Fonte: Préprio autor.

Comparando de maneira geral as trés vias entre si, nota-se que na maioria dos
parametros analisados, a administracdo dos Oleos pela via intraperitoneal promoveu
mais efeitos no modelo de campo aberto ao reduzir de maneira estatisticamente
significativa os valores apresentados pelos animais dos grupos alecrim e petitgrain
quando comparados ao controle, enquanto que a administracdo destas substancias pelas
vias oral e inalatoria ndo promoveu tais efeitos.

Além disso, ao analisar as tabelas apresentadas referentes ao experimento do
campo aberto foi possivel identificar, que entre todos os parametros estudados neste
experimento, o comportamento de levantar, a duracdo de imobilidade e a locomogéo
central, periférica e total apresentaram diferencas estatisticas significativas, sendo que

estas diferencas estdo relacionadas a via intraperitoneal.
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A partir destes resultados e retomando o objetivo do Piloto 1, que era determinar
a melhor via de administracdo dos Oleos essenciais, optou-se em prosseguir 0S
experimentos utilizando a via intraperitoneal como via de administragdo dos 6leos
essenciais.

Desta maneira, as tabelas apresentadas a seguir referem-se ao Piloto 2 cujo
objetivo era determinar a melhor dose a ser administrada para cada 6leo essencial.

A Tabela 8 ilustra a mediana dos dados de locomocéo central, periférica e total
entre os grupos controle e alecrim nas diferentes doses de administracdo referentes ao
campo aberto do Piloto2.

Nos dados referentes a locomocgéo central, é possivel visualizar que apenas 0s
valores de locomocédo apresentados pelos animais das doses de 10mg/kg e 100mg/kg,
quando comparados ao grupo controle, se mostraram estatisticamente significativos
(p<0.05 teste de Mann-Whitney).

Nos dados referentes a locomogdo periférica, € possivel visualizar que apenas 0s
valores de locomocédo apresentados pelos animais das doses de 30mg/kg e 100mg/kg,
quando comparados ao grupo controle, se mostraram estatisticamente significativos
(p<0.05 e p<0.01, respectivamente, teste de Mann-Whitney).

Nos dados referentes a locomocdo total, levando em consideracdo que a
locomoc&o total é a soma da locomocao central e periférica, é possivel visualizar que 0s
valores de locomocéo apresentados pelos animais das doses de 30mg/kg e 100mg/kg
demonstraram diferenca estatistica significativa quando comparadas ao grupo controle
(p<0.05 e p<0.01, respectivamente, teste de Mann-Whitney).

Desta maneira, com relacdo aos valores de locomocéo central, periférica e total
apresentadas na Tabela 8, foi possivel observar que trés das cinco doses testadas
(10mg/kg, 30mg/kg e 100mg/kg) produziram efeitos estatisticos significativos na
atividade locomotora dos animais. Outros parametros analisados no Piloto 2 se referem
aos comportamentos de levantar e limpeza do animal que est@o representados na tabela

seguinte.
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Tabela 8. Locomocao Central, Periférica e Total (Alecrim - Piloto2)

Central Médiat+Erro Padréo Ql Mediana Q3 p
Controle 14.33+3.16 8.00 15.00 21.00 -
10mg/kg 3.83+1.58 075 250 775 p=0.024*
30mg/kg 8.17+3.47 175 500 1550 p=0.173
100mg/kg 4.00+1.44 0.75 400 625 p=0.030*
300mg/kg 12.33+3.59 700 950 2075 p=0.470

450mg/kg 4.83+2.32 150 350  7.00 p=0.077

Periférico
Controle 45.8345.38 33.50 4400 60.25 -
10mg/kg 38.00+14.55 9.00 22.00 82.00 p=0.336
30mg/kg 24.50+5.99 15.00 2350 3450 p=0.016*
100mg/kg 10.33+2.87 375 11.00 17.25 p=0.004**

300mg/kg 29.00+7.34 12.00 2750 4475 p=0.128
450mg/kg 38.50+5.05 2725 37.00 5000 p=0.200

Total
Controle 60.1746.25 46.75 56.50 74.25 -
10mg/kg 41.83+15.95 11.75 2250 91.25 p=0.337
30mg/kg 32.67+9.19 19.75 2650 50.00 p=0.030*
100mg/kg 14.33+3.85 6.75  16.00 22.25 p=0.004**

300mg/kg 41.33+10.79 19.00 37.00 6550 p=0.109
450mg/kg 43.3346.62 2950 4000 61.00 p=0.128

TABELA 8 - Efeitos da administracdo do 6leo essencial de alecrim sobre a locomogao de ratos em campo
aberto. Na tabela estdo representados os valores da médiaterro padrdo, a mediana, os quartis Q1 e Q3 das
unidades de locomocdo de animais que receberam solucdo salina (controle) ou 10mg/kg de alecrim
(10mg/kg), 30mg/kg de alecrim (30mg/kg), 100mg/kg de alecrim (100mg/kg), 300mg/kg de alecrim
(300mg/kg) ou 450mg/kg de alecrim (450mg/kg) pela via intraperitoneal referente a locomocédo central,
locomogdo periférica e locomogdo total (n=6 em cada dose). * e ** indicam p<0.05 e p<0.01,
respectivamente, em relagdo ao grupo controle (teste de Mann-Whitney). Fonte: Préprio autor.
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A Tabela 9 ilustra a mediana dos dados de levantar e limpeza entre 0s grupos
controle e alecrim nas diferentes doses de administragéo referentes ao campo aberto do
Piloto2.

Nos dados referentes ao parametro de levantar, é possivel visualizar que os
valores de levantar apresentados pelos animais das doses de 30mg/kg, 100mg/kg e
450mg/kg demonstraram diferenca estatistica significativa quando comparados ao grupo
controle (p<0.05, p<0.01 e p<0.01, respectivamente, teste de Mann-Whitney).

Nos dados referentes ao parametro de limpeza, é possivel notar que ndo houve
diferenca estatistica significativa nos valores de limpeza dos animais de todas as doses
de alecrim quando comparados ao grupo controle (p>0.05 teste de Mann-Whitney).

Assim, com relagdo aos valores do comportamento de levantar e de limpeza
apresentados na Tabela 9, foi possivel observar que apenas as doses de 30mg/kg,
100mg/kg e 450mg/kg demonstraram diferenca estatistica significativa referente ao
levantar e nenhuma dose de alecrim apresentou diferenca estatistica significativa quanto
a limpeza. Outros pardmetros analisados no Piloto 2 se referem aos comportamentos de
duracdo da imobilidade e defecacdo do animal, os mesmos estdo representados na tabela

seguinte.
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Tabela 9. Levantar e Limpeza (Alecrim - Piloto2)

Levantar Média+Erro Padro Ql Mediana Q3 p
Controle 17.33£1.76 12.00 19.00 20.50
10mg/kg 11.6745.76 4.75 5.00 18.25 p=0.052
30mg/kg 8.50+3.07 200 550 18.00 p=0.035*
100mg/kg 1.67+0.56 075 150 250 p=0.004**
300mg/kg 8.67+3.71 075 750 1650 p=0.147
450mg/kg 4.50+1.26 150 500  7.25 p=0.004**

Limpeza
Controle 0.17+0.17 0.00 0.00 0.25 -
10mg/kg 0.67+0.49 0.00 1.00 150 p=0.461
30mg/kg 0.67+0.21 000 000 100 p=0.093
100mg/kg 0.50+0.50 000 000 075 p=0.902
300mg/kg 0.17+0.17 000 000 025 p=1.000
450mg/kg 017+0.17 000 000 025 p=1.000

TABELA 9 - Efeitos da administragdo do 6leo essencial de alecrim sobre o levantar e a limpeza de ratos
em campo aberto. Na tabela estdo representados os valores da médiaterro padrdo, a mediana, os quartis
Q1 e Q3 de animais que receberam solucédo salina (controle) ou 10mg/kg de alecrim (10mg/kg), 30mg/kg
de alecrim (30mg/kg), 100mg/kg de alecrim (100mg/kg), 300mg/kg de alecrim (300mg/kg) ou 450mg/kg
de alecrim (450mg/kg) pela via intraperitoneal referente ao comportamento de levantar e ao
comportamento de limpeza (n=6 em cada dose). * e ** indicam p<0.05 e p<0.01, respectivamente, em
relacdo ao grupo controle (teste de Mann-Whitney). Fonte: Préprio autor.

A Tabela 10 ilustra a mediana dos dados de duracéo de imobilidade e defecacdo
entre os grupos controle e alecrim nas diferentes doses de administracdo referentes ao
campo aberto do Piloto2.

Nos dados referentes a duracdo de imobilidade, é possivel visualizar que os
valores de imobilidade apresentados pelos animais das doses de 30mg/kg e 100mg/k,
demonstraram diferencga estatistica quando comparados ao grupo controle (p<0.05 e
p<0.01, respectivamente, teste de Mann-Whitney).

Nos dados referentes a defecagdo, € possivel notar que os valores de defecacéo
apresentados pelos animais das doses de 10mg/kg e 450mg/kg se mostraram
estatisticamente significativos quando comparados com o grupo controle (p<0.05 e

p<0.01, respectivamente, teste de Mann-Whitney).
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Portanto, com relacdo aos valores da duracdo de imobilidade e de defecagédo
apresentadas na Tabela 10, foi possivel visualizar que as doses de 30mg/kg e 100mg/kg
se mostraram estatisticamente significativas referente a duracdo de imobilidade dos
animais, enquanto que as doses de 10mg/kg e 450mg/kg foram estatisticamente

significativas no parametro de defecacdo dos animais.

Tabela 10. Duracao de Imobilidade e Defecacéo (Alecrim - Piloto2)

Duragcéo de Média+Erro Padréo Q1 Mediana Q3 p
Imobilidade
Controle 0.67+0.33 0.00 0.50 1.25 -
10mg/kg 34.334£19.01 0.00 12.50 78.75  p=0.134
30mg/kg 27.50+£21.97 2.25 6.50 43.25 p=0.027*
100mg/kg 50.00+27.46 5.75 18.00 101.75 p=0.004**
300mg/kg 34.33+26.80 0.00 9.00 5750 p=0.242
450mg/kg 18.33+£17.74 0.00 0.50 28.25  p=0.730
Defecacéo
Controle 3.00+0.52 2.00 2.50 4.25 -
10mg/kg 1.17+0.48 0.00 1.00 2.25  p=0.033*
30mg/kg 1.83+0.70 0.75 1.50 2.75  p=0.113
100mg/kg 2.50+1.34 0.00 1.00 5.75 p=0.292
300mg/kg 1.67+0.84 0.00 1.00 3.50 p=0.216
450mg/kg 0.33+0.21 0.00 0.00 1.00 p=0.003*

TABELA 10 - Efeitos da administracao do 6leo essencial de alecrim sobre a duragdo de imobilidade e de
defecacdo de ratos em campo aberto. Na tabela estdo representados os valores da médiaterro padrdo, a
mediana, os quartis Q1 e Q3 de animais que receberam solucdo salina (controle) ou 10mg/kg de alecrim
(10mg/kg), 30mg/kg de alecrim (30mg/kg), 100mg/kg de alecrim (100mg/kg), 300mg/kg de alecrim
(300mg/kg) ou 450mg/kg de alecrim (450mg/kg) pela via intraperitoneal referente a duragdo de
imobilidade e a defecacdo (n=6 em cada dose). * e ** indicam p<0.05 e p<0.01, respectivamente, em
relagdo ao grupo controle (teste de Mann-Whitney). Fonte: Proprio autor.

Comparando de maneira geral as diferentes doses de alecrim, nota-se que na
maioria dos parametros analisados, a administracdo da dose de 100mg/kg promoveu

mais efeitos no modelo de campo aberto ao exibir diferenca estatistica significativa nos
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parametros de locomocéo central, periférica e total, bem como no comportamento de
levantar e na duracdo de imobilidade do animal.

A partir destes resultados e retomando o objetivo do Piloto 2, que era determinar
a melhor dose a ser administrada para cada 6leo essencial, optou-se em prosseguir 0s
experimentos utilizando a dose de 100mg/kg para o grupo alecrim.

Desta maneira, as figuras apresentadas a seguir referem-se ao Piloto 2 com as
diferentes doses de petitgrain, visando também determinar a melhor dose a ser
administrada para este 0leo essencial.

A Tabela 11 ilustra a mediana dos dados de locomocéo central, periférica e total
entre os grupos controle e petitgrain nas diferentes doses de administragdo referentes ao
campo aberto do Piloto2.

Nos dados referentes a locomocéo central, € possivel observar que ndo houve
diferenca estatistica significativa nos valores de locomocdo dos animais de todas as
doses de petitgrain quando comparados ao grupo controle (p>0.05 teste de Mann-
Whitney).

Nos dados referentes a locomocao periférica, € possivel notar que ndo houve
diferenca estatistica significativa nos valores de locomocdo dos animais de todas as
doses de petitgrain quando comparados ao grupo controle (p>0.05 teste de Mann-
Whitney).

Nos dados referentes a locomocdo total, levando em consideracdo que a
locomocdo total € a soma da locomocao central e periférica, € possivel visualizar que 0s
valores de locomogdo apresentados pelos animais da dose de 300mg/kg foram
estatisticamente significativos quando comparados ao grupo controle (p<0.05 teste de
Mann-Whitney).

Portanto, com relacdo aos valores de locomocédo central, periférica e total
apresentadas na Tabela 11, foi possivel observar que, apenas a dose de 300mg/kg
apresentou diferenca estatistica significativa na locomocéo total quando comparada com
0 grupo controle. Outros parametros analisados no Piloto 2 se referem aos
comportamentos de levantar e de limpeza dos animais realizado no campo aberto, 0s

mesmos estdo representados na tabela seguinte.
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Tabela 11. Locomocdo Central, Periférica e Total (Petitgrain - Piloto2)
Central Média+Erro Padrio Q1  Mediana Q3 p
Controle 14.33+3.16 8.00 15.00 21.00 -
10mg/kg 11.83+3.10 5.75 10.00 1750 p=0.522
30mg/kg 6.00+3.53 1.00 2.00 11.00 p=0.076
100mg/kg 11.6742.72 7.00 12.00 1750 p=0.423
300mg/kg 8.50+2.01 4.25 8.50 12.75  p=0.173
450mg/kg 12.50+2.67 7.00 1250 17.00 p=0.575
Periférico
Controle 45.8345.38 3350 4400 60.25 -
10mg/kg 50.1749.55 33.75 5350 70.75 p=0.522
30mg/kg 34.33+£7.05 20.75 33.00 4825 p=0.261
100mg/kg 36.67+5.33 25.00 3500 4750 p=0.229
300mg/kg 34.82+1.42 31.75 3400 39.00 p=0.172
450mg/kg 34.00+7.90 11.75 40.00 48.75 p=0.423
Total
Controle 60.17+6.25 46.75 56.50 74.25 -
10mg/kg 62.00+10.86 4425 67.00 8375 p=0.522
30mg/kg 40.33+10.10 22.25 3400 59.25 p=0.128
100mg/kg 48.33+6.67 30.00 51.00 64.00 p=0.422
300mg/kg 43.33+2.55 37.75 4350 50.00 p=0.036*
450mg/kg 46.50+9.89 16.75 5450 66.75 p=0.631

TABELA 11 - Efeitos da administracdo do 6leo essencial de petitgrain sobre a locomocéo de ratos em
campo aberto. Na tabela estéo representados os valores da médiaterro padrdo, a mediana, os quartis Q1 e
Q3 das unidades de locomocdo de animais que receberam solugdo salina (controle) ou 10mg/kg de
petitgrain (10mg/kg), 30mg/kg de petitgrain (30mg/kg), 100mg/kg de petitgrain (100mg/kg), 300mg/kg
de petitgrain (300mg/kg) ou 450mg/kg de petitgrain (450mg/kg) pela via intraperitoneal referente a
locomocgdo central, locomogdo periférica e locomocéo total (n=6 em cada dose). * indica p<0.05, em
relacdo ao grupo controle (teste de Mann-Whitney). Fonte: Préprio autor.
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A Tabela 12 ilustra a mediana dos dados de levantar e de limpeza entre 0s
grupos controle e petitgrain nas diferentes doses de administracdo referentes ao campo
aberto do Piloto2.

Nos dados referentes ao comportamento de levantar, € possivel visualizar que
ndo houve diferenca estatistica significativa nos valores de levantar dos animais de
todas as doses de petitgrain quando comparados ao grupo controle (p>0.05 teste de
Mann-Whitney).

Nos dados referentes ao comportamento de limpeza, € possivel notar que nao
houve diferenca estatistica significativa nos valores de limpeza dos animais de todas as
doses de petitgrain quando comparados ao grupo controle (p>0.05 teste de Mann-
Whitney).

Desta maneira, com relacéo aos valores de levantar e de limpeza apresentados na
Tabela 12, foi possivel observar que nenhuma dose estudada demonstrou diferenca
estatistica significativa em ambos os parametros. Outros pardmetros analisados no
Piloto 2 se referem a duracdo de imobilidade e defecacdo dos animais no campo aberto,

0S mesmos estdo representados na tabela seguinte.
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Tabela 12. Levantar e Limpeza (Petitgrain - Piloto2)

Levantar Média+Erro Padréo Q1  Mediana Q3 p
Controle 17.33£1.76 12.00 19.00  20.50
10mg/kg 21.00+5.50 950 2250 29.25 p=0.332
30mg/kg 11.83+2.98 6.75 1000 1550 p=0.076
100mg/kg 15.67+2.67 8.75 1550 2250 p=0.687
300mg/kg 10.83+2.91 3.00 1200 1525 p=0.241
450mg/kg 9.174+2.96 3.25 7.50 16.25 p=0.053

Limpeza
Controle 0.17+0.17 0.00 1.00 2.75 -
10mg/kg 1.50+0.76 0.00 0.00 1.25 p=0.072
30mg/kg 0.83+0.83 0.00 1.00 2.25 p=0.902
100mg/kg 1.1740.48 0.00 0.50 1.00 p=0.072
300mg/kg 0.50+0.22 0.00 0.00 0.25 p=0.241
450mg/kg 0.17+0.17 0.00 0.00 0.25 p=1.000

TABELA 12 - Efeitos da administracdo do 6leo essencial de petitgrain sobre o levantar e a limpeza de
ratos em campo aberto. Na tabela estdo representados os valores da médiaterro padrdo, a mediana, 0s
quartis Q1 e Q3 de animais que receberam solucéo salina (controle) ou 10mg/kg de petitgrain (10mg/kg),
30mg/kg de petitgrain (30mg/kg), 100mg/kg de petitgrain (100mg/kg), 300mg/kg de petitgrain
(300mg/kg) ou 450mg/kg de petitgrain (450mg/kg) pela via intraperitoneal referente ao comportamento
de levantar e ao comportamento de limpeza (n=6 em cada dose). Anélise estatistica realizada em relacéo
ao grupo controle (teste de Mann-Whitney). Fonte: Préprio autor.

A Tabela 13 ilustra a mediana dos dados de duracdo de imobilidade e de
defecacdo entre os grupos controle e petitgrain nas diferentes doses de administracdo
referentes ao campo aberto do Piloto2.

Nos dados referentes a duracdo de imobilidade, é possivel visualizar que apenas
os valores de imobilidade apresentados pelos animais da dose de 30mg/kg
demonstraram diferenca estatistica significativa quando comparados ao grupo controle
(p<0.05 teste de Mann-Whitney).

Nos dados referentes a defecagdo, € possivel notar que os valores de defecacéo
apresentados pelos animais da dose de 450mg/kg demonstraram diferencga estatistica

significativa quando comparados ao grupo controle (p<0.05 teste de Mann-Whitney).
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Desta forma, com relacdo aos valores de duracdo de imobilidade e de defecacao
apresentados na Tabela 13, foi possivel observar que apenas a dose de 30mg/kg
apresentou diferenca estatistica significativa no pardmetro de imobilidade e, com
relacdo ao parametro de defecacdo, apenas a dose de 450mg/kg se mostrou

estatisticamente significativa.

Tabela 13. Duracao de imobilidade e Defecacao (Petitgrain - Piloto2)

Duragcéo de Médiat+Erro Padréo Q1  Mediana Q3 p
Imobilidade
Controle 0.67+0.33 0.00 0.50 1.25 -
10mg/kg 15.83+8.57 0.00 9.00 3125 p=0.441
30mg/kg 20.83+7.10 2.25 23.00 34.00 p=0.027*
100mg/kg 1.67+1.48 0.00 0.00 3.00 p=0.719
300mg/kg 13.834+8.38 0.00 6.50 2550 p=0.134
450mg/kg 15.3348.11 0.00 7.00 3350 p=0.134
Defecacéo
Controle 3.00+0.52 2.00 2.50 4.25 -
10mg/kg 2.8340.95 1.00 2.00 475  p=0.453
30mg/kg 2.33+0.99 0.00 2.00 450 p=0.517
100mg/kg 2.50+0.43 1.75 2.50 325 p=0.557
300mg/kg 1.67+0.76 0.00 1.00 400 p=0.142
450mg/kg 1.50+0.34 0.75 2.00 2.00 p=0.032*

TABELA 13 - Efeitos da administracdo do 6leo essencial de petitgrain sobre a duragdo de imobilidade e
de defecacédo de ratos em campo aberto. Na tabela estdo representados os valores da médiaterro padrao, a
mediana, os quartis Q1 e Q3 de animais que receberam solucdo salina (controle) ou 10mg/kg de
petitgrain (10mg/kg), 30mg/kg de petitgrain (30mg/kg), 100mg/kg de petitgrain (100mg/kg), 300mg/kg
de petitgrain (300mg/kg) ou 450mg/kg de petitgrain (450mg/kg) pela via intraperitoneal referente a
duracdo de imobilidade e a de defecacdo (n=6 em cada dose). * indica p<0.05, em relacdo ao grupo
controle (teste de Mann-Whitney). Fonte: Proprio autor.

Comparando de maneira geral as diferentes doses de petitgrain, nota-se que a
dose de 30mg/kg apresentou diferenca estatistica significativa no parametro de
imobilidade dos animais, enquanto que a dose de 300mg/kg apresentou diferenca
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estatistica significativa no parametro de locomocdo total e a dose de 450mg/kg
apresentou diferenca estatistica significativa no pard@metro de defecacéo.

A partir destes resultados e retomando o objetivo do Piloto 2 que era determinar
a melhor dose a ser administrada para cada 6leo essencial, observou-se que, apesar da
dose de 300mg/kg demonstrar uma diminuicdo na locomocéo total dos animais, esta ndo
demonstrou diferenca nos valores de locomocéo central e periférico ao serem analisados
separadamente, com relacdo a dose de 450mg/kg a mesma reduziu apenas os valores de
defecacdo dos animais, desta forma, optou-se em prosseguir 0s experimentos utilizando
a dose de 30mg/kg, uma vez que a mesma aumentou a duracdo de imobilidade dos

animais.
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	FIGURA 5 – Efeitos da administração de óleos essenciais sobre a duração de imobilidade e defecação de ratos em campo aberto. Na figura estão representados os valores da mediana, os quartis Q1, Q3 e os pontos circulares e os asteriscos são os valores d...
	A partir destes resultados e retomando o objetivo do experimento de campo aberto que era analisar a atividade motora do animal, observou-se que os grupos de óleos essenciais, não afetaram a locomoção, a limpeza e a duração de imobilidade dos animais,...
	Os dados apresentados a seguir são referentes ao experimento da esquiva discriminativa cujo objetivo era analisar a ansiedade.
	A Figura 6 ilustra a porcentagem do tempo em segundos da sessão de treino (com duração de 10 minutos) no braço aversivo do aparelho. Nesta sessão os grupos não receberam os óleos essenciais (alecrim e petitgrain) e salina (controle) e, conforme mostr...
	FIGURA 6 – Porcentagem do tempo de permanência no braço aversivo em esquiva discriminativa na sessão de treino na ausência da administração dos óleos essenciais. Na figura estão representadas as porcentagens do tempo de permanência no braço aversivo e...
	A Figura 7 ilustra a mediana em segundos dos dados do tempo de permanência no braço aberto e braços aversivo e não aversivo do aparelho entre os grupos controle, alecrim e petitgrain no experimento da esquiva discriminativa durante a sessão de teste ...
	O gráfico A da Figura 7 ilustra os dados referentes ao tempo de permanência no braço aberto, nesta figura é possível visualizar que os valores de permanência no braço aberto apresentados pelos animais dos grupos de óleos essenciais não demonstraram d...
	O gráfico B da Figura 7 ilustra os dados referentes ao tempo de permanência nos braços não aversivo e aversivo do aparelho, nesta figura é possível notar que os valores exibidos pelos animais do grupo controle se mostraram estatisticamente significat...
	Portanto, com relação aos dados ilustrados na Figura 7, foi possível visualizar que nenhum dos grupos de óleos essenciais apresentou diferença estatística significativa quando comparado ao grupo controle referente ao tempo de permanência no braço abe...
	FIGURA 7 – Efeitos da administração de óleos essenciais sobre o tempo de permanência nos braços abertos, não aversivo e aversivo de ratos em esquiva discriminativa na sessão de teste. Na figura estão representados os valores da mediana, os quartis Q1,...
	A Figura 8 ilustra a mediana dos dados de mergulho nas sessões de treino (ausência dos óleos essenciais) e teste (com a administração dos óleos) entre os grupos controle, alecrim e petitgrain no experimento da esquiva discriminativa.
	O gráfico A da Figura 8 ilustra os dados referentes ao mergulho na sessão de treino (com duração de 10 minutos), nesta figura é possível visualizar que os valores de mergulho apresentados pelos animais dos grupos alecrim e petitgrain, quando comparad...
	O gráfico B da Figura 8 ilustra os dados referentes ao mergulho na sessão de teste (com duração de 3 minutos), nesta figura é possível notar que somente os valores exibidos pelos animais do grupo alecrim, quando comparado com o grupo controle, demons...
	Desta maneira, com relação aos dados ilustrados na Figura 8, foi possível visualizar que na sessão de teste, na qual houve a administração dos óleos essenciais, apenas o grupo alecrim demonstrou diferença estatística significativa.
	FIGURA 8 – Efeitos da administração de óleos essenciais sobre o mergulho de ratos em esquiva discriminativa nas sessões de treino (ausência dos óleos essenciais) e teste (com a administração das substâncias). Na figura estão representados os valores d...
	A partir destes resultados e retomando o objetivo do experimento da esquiva discriminativa que era analisar a ansiedade, observou-se que na sessão de treino não houve diferença entre os grupos tanto na porcentagem de permanência no braço aversivo com...
	Os dados apresentados a seguir são referentes ao experimento de enterrar esferas cujo objetivo era analisar a ansiedade apresentada pelo número de esferas escondidas pelos animais de cada grupo experimental.
	A Figura 9 ilustra a média(erro padrão do número de esferas enterradas entre os grupos controle, alecrim e petitgrain no experimento de enterrar esferas. Nota-se que ambos os valores de esferas enterradas pelos animais dos grupos alecrim e petitgrain...
	Desta forma, com relação aos dados apresentados pela Figura 9, foi possível observar que os animais de ambos os grupos de óleos essenciais apresentaram diferença estatística significativa ao enterrar menos esferas que o grupo controle.
	FIGURA 9 – Efeitos da administração de óleos essenciais sobre a quantidade de esferas enterradas por ratos no experimento de enterrar esferas. As barras representam a média±erro padrão da média de esferas enterradas de animais que receberam solução sa...
	De acordo com os resultados apresentados e retomando o objetivo do experimento de enterrar esferas que era analisar a ansiedade apresentada pelo número de esferas escondidas pelos animais de cada grupo experimental, foi possível observar que ambos os...
	Os dados apresentados a seguir são referentes ao experimento de natação forçada cujo objetivo era analisar a depressão através do tempo de imobilidade apresentado pelos grupos controle, alecrim e petitgrain durante a sessão de teste (com duração de 6...
	A Figura 10 ilustra a mediana em segundos dos dados de duração de imobilidade nas sessões de treino (ausência dos óleos essenciais e solução salina) e teste (com a administração das substâncias) entre os grupos controle, alecrim e petitgrain no exper...
	O gráfico A da Figura 10 ilustra os dados referentes a duração de imobilidade na sessão de treino (com duração de 15 minutos), nesta figura é possível visualizar que os valores de imobilidade apresentados pelos animais dos grupos alecrim e petitgrain...
	O gráfico B da Figura 10 ilustra os dados referentes a duração de imobilidade na sessão de teste (com duração de 6 minutos), nesta figura é possível notar que os valores de imobilidade exibidos pelos animais do grupo alecrim e do grupo petitgrain, fo...
	Assim, com relação aos dados apresentados pela Figura 10, foi possível observar que na sessão de treino não houve diferença estatística significativa e, isto já era esperado, uma vez que as substâncias não foram administradas nesta sessão, enquanto q...
	FIGURA 10 – Efeitos da administração de óleos essenciais sobre a duração de imobilidade de ratos na natação forçada nas sessões de treino (ausência dos óleos essenciais) e teste (com a administração das substâncias). Na figura estão representados os v...
	A partir destes resultados e retomando o objetivo do experimento de natação forçada que era analisar a depressão, observou-se que na sessão de treino não houve diferença estatística significativa entre os grupos. Na sessão de teste, as substâncias fo...
	Os dados apresentados a seguir são referentes ao experimento de aprendizagem/condicionamento operante cujo objetivo era analisar a aprendizagem de um novo comportamento (resposta de pressão a barra) e o tempo em que os animais demorariam para aprende...
	A sessão de aprendizagem teve duração de 60 minutos e foi realizada em três etapas, na primeira o animal foi apenas observado e seus comportamentos de exploração, limpeza, levantar, lamber (o bebedouro), tocar a barra, pressionar a barra e outros (fe...
	Desta maneira, a Figura 11 ilustra a mediana em segundos referente ao tempo em que os grupos controle, alecrim e petitgrain aprenderam o comportamento de pressão a barra.
	O gráfico A da Figura 11 ilustra o 1˚ dia de experimento, nesta figura é possível visualizar que somente os valores de tempo de modelagem exibidos pelos animais do grupo petitgrain, quando comparados ao grupo controle, demonstraram diferença estatíst...
	O gráfico B da Figura 11 ilustra os dados referentes ao 2˚ dia de experimento, nesta figura é possível observar que, novamente, apenas os valores de tempo de modelagem exibidos pelos animais do grupo petitgrain demonstraram diferença estatística sign...
	O gráfico C da Figura 11 ilustra os dados referentes ao 3˚ dia de experimento, nesta figura é possível notar que não houve diferença estatística significativa nos valores de tempo de modelagem dos animais dos grupos de óleos essenciais quando compara...
	Desta maneira, com relação aos dados apresentados na Figura 11, foi possível observar que o óleo essencial de petitgrain produziu efeitos redutores no tempo de modelagem dos animais no primeiro e segundo dia de experimento, demonstrando que os mesmos...
	FIGURA 11 – Efeitos da administração de óleos essenciais sobre o tempo de modelagem de ratos no experimento de aprendizagem/condicionamento operante. Na figura estão representados os valores da mediana, os quartis Q1, Q3 e os pontos circulares e os as...
	A Figura 12 ilustra os dados em segundos referente ao tempo que cada animal dos grupos experimentais aprenderam o comportamento de pressão a barra e a quantidade de animal que precisou de outras sessões de modelagem para aprender este novo comportame...
	No 1˚ dia é possível observar que todos os animais dos grupos controle, alecrim e petitgrain passaram pela sessão de modelagem. Com relação ao 2˚ dia, nota-se que a quantidade de animais reduziu, sendo que apenas 7 de 12 animais do grupo controle, 8 ...
	Assim, com relação aos dados apresentados pela Figura 12, foi possível notar que os animais do grupo petitgrain demonstraram maior rapidez em aprender o novo comportamento quando comparados aos do grupo controle, enquanto que os animais do grupo alec...
	FIGURA 12 – Efeitos da administração de óleos essenciais sobre o tempo da aprendizagem por meio da modelgam de ratos e a quantidade de animals que necessitou de outras sessões de modelagem no experimento de aprendizagem/condicionamento operante. As ba...
	DISCUSSÃO
	Apesar do potencial terapêutico, a utilização de óleos essenciais no tratamento de diferentes patologias ainda permanece no campo do empirismo, sendo restrito a terapias alternativas ou complementares a outros tratamentos realizados. Nesse sentido, o...
	Na literatura sobre os óleos essenciais foi observado que, tanto as doses utilizadas quanto a via de administração são diversificadas, sendo que alguns autores optam pela via inalatória (FATURI, 2010; SAIYUDTHONG; MARSDEN, 2011), outros pela via oral...
	Assim, conforme ilustram os dados do Piloto 1 (em anexo), os animais dos grupos alecrim e petitgrain, que foram administrados pela via intraperitoneal, apresentaram valores reduzidos de locomoção (central, periférica e total) quando comparados ao gru...
	Ao analisar os dados do Piloto 2 (em anexo), foi possível observar que, referente ao óleo essencial de alecrim, a dose de 100mg/kg apresentou efeitos significativos na maioria dos parâmetros analisados, uma vez que, os animais que receberam esta dose...
	Desta maneira, ficou definido que na fase experimental propriamente dita, seria utilizada a via intraperitoneal e as doses de 100mg/kg e 30mg/kg, respectivamente, para os óleos de alecrim e petitgrain.
	Os resultados obtidos no experimento de campo aberto pelos animais dos grupos alecrim e petitgrain não demonstraram diferença estatística significativa na atividade locomotora dos animais, à qual consistia dos parâmetros de locomoção (p=0.213 e p=0.7...
	Com relação ao experimento de enterrar esferas, foi possível observar que os animais de ambos os grupos de óleos essenciais (alecrim e petitgrain) demonstraram uma significante redução (p=0.003 e p=0.028, respectivamente, ANOVA) na quantidade de esfe...
	Estudos (BANDELOW et al., 2013, 2014; BALDWIN et al., 2014) têm mostrado que, em situação de tratamento (por exemplo, indivíduos diagnosticados com transtorno de ansiedade) o comportamento ansioso apresentado por esses indivíduos tem sido inibido por ...
	Referente aos resultados obtidos no experimento de enterrar esferas, os animais do grupo alecrim, enterraram menos esferas quando comparados ao grupo controle. Isso nos leva a interpretar que esses animais estejam com níveis de ansiedade menores que ...
	Com relação ao experimento de esquiva discriminativa, na qual os ratos deveriam discriminar o braço aversivo do não aversivo, na sessão de teste, os resultados mostraram que os animais de ambos os grupos de óleos essenciais (alecrim e petitgrain) não...
	O teste de natação forçada em roedores é um reconhecido modelo de depressão em animais. No experimento de natação forçada, foi possível observar que os animais de ambos os grupos de óleos essenciais (alecrim e petitgrain) demonstraram uma significati...
	Assim, os animais do grupo alecrim, por permanecerem menos tempo imóveis quando comparados ao grupo controle, evidenciaram um possível efeito antidepressivo deste óleo essencial. Resultados semelhates foram obtidos por, Seol et al. (2010), que também...
	No que diz respeito aos resultados apresentados pelo óleo essencial de petitgrain no experimento de natação forçada, foi possível observar que os animais deste grupo permaneceram menos tempo imóveis quando comparados ao grupo controle, sugerindo dest...
	Outra hipótese relacionada com a modelagem, seria o critério utilizado para reforçar as respostas do animal, tendo em vista que, este critério altera-se gradualmente, de maneira que as respostas apresentadas se aproximem da RPB, enquanto que as anter...
	Resultado oposto foi observado no grupo petitgrain (p=0.002 teste de Mann-Whitney), em que os animais aprenderam rapidamente o novo comportamento de pressão à barra e, este efeito na aprendizagem pode estar relacionado ao efeito ansiolítico do óleo, ...
	Ainda, tendo em vista que o presente estudo não utilizou uma metodologia que auxiliasse na compreensão do mecanismo de ação dos óleos essenciais, acreditamos ser importante a realização de mais estudos para se aprofundar nos conhecimentos deste mecan...
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	ANEXOS
	A Tabela 1 ilustra a mediana dos dados de locomoção central entre os grupos controle, alecrim e petitgrain nas diferentes vias de administração (intraperitoneal, oral e inalatória) referentes ao campo aberto do Piloto1.
	Nos dados referentes à administração por via intraperitoneal (i.p.), é possível visualizar que o grupo alecrim e o grupo petitgrain exibiram valores de locomoção inferiores quando comparados ao grupo controle e esta diferença mostrou-se estatisticame...
	Nos dados referentes à administração por via oral (p.o.), os valores apresentados pelos animais dos grupos alecrim e petitgrain não demonstraram diferença estatística significativa quando comparados ao grupo controle (p>0.05 teste de Mann-Whitney).
	Nos dados referentes à administração por via inalatória (i.n.), os valores apresentados pelos animais dos grupos de óleos essenciais quando comparados com o grupo controle não demonstraram diferença significativa entre os mesmos (p>0.05 teste de Mann...
	Comparando as diferentes vias entre si, nota-se que apenas a administração dos óleos pela via intraperitoneal produziu efeitos estatísticos significativos nos animais que os receberam ao reduzir seus valores de locomoção central. Outro parâmetro anal...
	TABELA 1 - Efeitos da administração de óleos essenciais sobre a locomoção de ratos em campo aberto. Na tabela estão representados os valores da média(erro padrão, a mediana, os quartis Q1 e Q3 das unidades de locomoção central de animais que receberam...
	A Tabela 2 ilustra a mediana dos dados de locomoção periférica entre os grupos controle, alecrim e petitgrain nas diferentes vias de administração (intraperitoneal, oral e inalatória) referentes ao campo aberto do Piloto 1.
	Nos dados referentes à administração por via i.p., é possível observar que, os animais dos grupos alecrim e petitgrain demonstraram valores de locomoção periférica inferiores quando comparados ao grupo controle e estas diferenças mostraram-se estatis...
	Nos dados referentes à administração por via p.o., é possível observar que, os animais do grupo petitgrain apresentaram valores inferiores aos do grupo controle e esta diferença se mostrou estatisticamente significativa (p<0.05, análise pelo teste de...
	Nos dados referentes à administração por via i.n., é possível observar que, os valores apresentados pelos animais dos grupos alecrim e petitgrain quando comparados com o grupo controle não demonstraram diferença significativa entre os mesmos (p>0.05 ...
	Ao comparar as diferentes vias estudas é possível notar que a administração de ambos os óleos pela via intraperitoneal e do óleo de petitgrain pela via oral produziram efeitos estatísticos significativos nos animais que os receberam ao reduzir seus v...
	A Tabela 3 ilustra a mediana dos dados de locomoção total sendo esta a soma das unidades de locomoção central e periférica do animal, entre os grupos controle, alecrim e petitgrain nas diferentes vias de administração (intraperitoneal, oral e inalató...
	Nos dados referentes à administração por via i.p., é possível visualizar que, os valores de locomoção central e periférico ao serem somados mostraram-se estatisticamente significativos nos animais dos grupos alecrim e petitgrain quando comparados ao ...
	Nos dados referentes à administração por via p.o., é possível visualizar que os valores de locomoção total dos animais dos grupos alecrim e petitgrain quando comparados ao grupo controle, não apresentaram diferença estatística significativa (p>0.05 t...
	Nos dados referentes à administração por via i.n., é possível visualizar que os animais dos grupos alecrim e petitgrain não apresentaram diferença estatística significativa quando comparados aos animais do grupo controle (p>0.05 teste de Mann-Whitney).
	A Tabela 4 ilustra a mediana dos dados de levantar entre os grupos controle, alecrim e petitgrain nas diferentes vias de administração (intraperitoneal, oral e inalatória) referentes ao campo aberto do Piloto 1.
	Nos dados referentes à administração por via i.p., é possível visualizar que os animais do grupo controle exibiram valores de levantar superiores aos animais dos grupos de óleos essenciais e demonstraram diferença estatisticamente significativa com r...
	Nos dados referentes à administração por via p.o., é possível observar que os valores de levantar apresentados pelos animais dos grupos alecrim e petitgrain quando comparados ao grupo controle, não se mostraram estatisticamente significativos (p>0.05...
	Nos dados referentes à administração por via i.n., é possível visualizar que os valores de levantar dos animais dos grupos alecrim e petitgrain não demonstraram diferença estatística significativa quando comparados com os animais do grupo controle (p...
	Ao se comparar as diferentes vias entre si é possível observar que, apenas a administração do óleo de alecrim pela via intraperitoneal produziu efeitos estatísticos significativos nos animais ao reduzir seus valores de levantar. Outro parâmetro anali...
	A Tabela 5 ilustra a mediana dos dados de limpeza entre os grupos controle, alecrim e petitgrain nas diferentes vias de administração (intraperitoneal, oral e inalatória) referentes ao campo aberto do Piloto 1.
	Nos dados referentes à administração por via i.p., é possível visualizar que os valores de limpeza apresentados pelos animais dos grupos alecrim e petitgrain, quando comparados ao grupo controle, não demonstraram diferença estatística significativa (...
	Nos dados referentes à administração por via p.o., é possível observar que os valores de limpeza apresentados pelos animais dos grupos de óleos essenciais, quando comparados ao grupo controle, não demonstraram diferença estatística significativa (p>0...
	Nos dados referentes à administração por via i.n., é possível visualizar que os valores de limpeza apresentados pelos animais dos grupos alecrim e petitgrain, quando comparados ao grupo controle, não demonstraram diferença estatística significativa (...
	Comparando as diferentes vias entre si é possível notar que a administração dos óleos essenciais não apresentou diferença estatística significativa em nenhuma das vias estudadas no parâmetro de limpeza. Outro parâmetro analisado no Piloto 1 se refere...
	A Tabela 6 ilustra a mediana em segundos dos dados referente a duração de imobilidade entre os grupos controle, alecrim e petitgrain nas diferentes vias de administração (intraperitoneal, oral e inalatória) referentes ao campo aberto do Piloto1.
	Nos dados referentes à administração por via i.p., é possível observar que os valores de imobilidade apresentados pelos animais do grupo alecrim, quando comparados ao grupo controle, demonstraram diferença estatística significativa (p<0.05 teste de M...
	Nos dados referentes à administração por via p.o., é possível visualizar que os valores de imobilidade apresentados pelos animais dos grupos alecrim e petitgrain, quando comparados ao grupo controle, não foram estatisticamente significativos (p>0.05 ...
	Nos dados referentes à administração por via i.n., é possível observar que, os valores de imobilidade dos animais do grupo petitgrain, apresentou diferença estatística significativa quando comparado com o grupo controle (p<0.05 teste de Mann-Whitney)...
	Ao comparar as diferentes vias estudas é possível notar que, a administração do óleo essencial de alecrim pela via intraperitoneal produziu efeitos estatísticos significativos nos animais ao aumentar seus valores de imobilidade, ademais, a administra...
	A Tabela 7 ilustra a mediana dos dados referente a defecação entre os grupos controle, alecrim e petitgrain nas diferentes vias de administração (intraperitoneal, oral e inalatória) referentes ao campo aberto do Piloto1.
	Nos dados referentes à administração por via i.p., é possível visualizar que os valores de defecação dos animais do grupo alecrim e do grupo petitgrain não se mostraram estatisticamente significativos quando comparados com o grupo controle (p>0.05 te...
	Nos dados referentes à administração por via p.o., é possível observar que não houve diferença estatística significativa nos valores de defecação dos animais do grupo alecrim e do grupo petitgrain quando comparados ao grupo controle (p>0.05 teste de ...
	Nos dados referentes à administração por via i.n., é possível visualizar que os valores de defecação apresentados pelos animais dos grupos de óleos essenciais, quando comparados com o grupo controle, não demonstraram diferença estatística significati...
	Ao se comparar as diferentes vias entre si é possível notar que a administração dos óleos essenciais não apresentou diferença estatística significativa em nenhuma das vias estudadas no parâmetro de defecação.
	Comparando de maneira geral as três vias entre si, nota-se que na maioria dos parâmetros analisados, a administração dos óleos pela via intraperitoneal promoveu mais efeitos no modelo de campo aberto ao reduzir de maneira estatisticamente significati...
	Além disso, ao analisar as tabelas apresentadas referentes ao experimento do campo aberto foi possível identificar, que entre todos os parâmetros estudados neste experimento, o comportamento de levantar, a duração de imobilidade e a locomoção central...
	A partir destes resultados e retomando o objetivo do Piloto 1, que era determinar a melhor via de administração dos óleos essenciais, optou-se em prosseguir os experimentos utilizando a via intraperitoneal como via de administração dos óleos essencia...
	Desta maneira, as tabelas apresentadas a seguir referem-se ao Piloto 2 cujo objetivo era determinar a melhor dose a ser administrada para cada óleo essencial.
	A Tabela 8 ilustra a mediana dos dados de locomoção central, periférica e total entre os grupos controle e alecrim nas diferentes doses de administração referentes ao campo aberto do Piloto2.
	Nos dados referentes a locomoção central, é possível visualizar que apenas os valores de locomoção apresentados pelos animais das doses de 10mg/kg e 100mg/kg, quando comparados ao grupo controle, se mostraram estatisticamente significativos (p<0.05 t...
	Nos dados referentes a locomoção periférica, é possível visualizar que apenas os valores de locomoção apresentados pelos animais das doses de 30mg/kg e 100mg/kg, quando comparados ao grupo controle, se mostraram estatisticamente significativos (p<0.0...
	Nos dados referentes a locomoção total, levando em consideração que a locomoção total é a soma da locomoção central e periférica, é possível visualizar que os valores de locomoção apresentados pelos animais das doses de 30mg/kg e 100mg/kg demonstrara...
	Desta maneira, com relação aos valores de locomoção central, periférica e total apresentadas na Tabela 8, foi possível observar que três das cinco doses testadas (10mg/kg, 30mg/kg e 100mg/kg) produziram efeitos estatísticos significativos na atividad...
	A Tabela 9 ilustra a mediana dos dados de levantar e limpeza entre os grupos controle e alecrim nas diferentes doses de administração referentes ao campo aberto do Piloto2.
	Nos dados referentes ao parâmetro de levantar, é possível visualizar que os valores de levantar apresentados pelos animais das doses de 30mg/kg, 100mg/kg e 450mg/kg demonstraram diferença estatística significativa quando comparados ao grupo controle ...
	Nos dados referentes ao parâmetro de limpeza, é possível notar que não houve diferença estatística significativa nos valores de limpeza dos animais de todas as doses de alecrim quando comparados ao grupo controle (p>0.05 teste de Mann-Whitney).
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